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ISOLAMENTO DE BACTERIAS E CARACTI?RIZA(;AO DAS ENZIMAS
ENVOLVIDAS NA DEGRADACAO DE FENOL

'Resumo
Foram isoladas neste trabalho seis bactérias a partir de serragem de couro

contaminado com fenol, proveniente de um curtume da regido de estudo. Elas
foram identificadas como Pseudomonas putida, Microbacterium oxydans,
Stenotrophomonas maltophilia e Sthaphylococcus cohnii utilizando-se a técnica do
16 S ribossomal. Os isolados de M. oxydans (BLB-2 e BLB-4) foram utilizados nos
estudos posteriores, onde se verificou que ambos apresentavam alta capacidade
de remocgédo e tolerancia ao fenol, até a concentragdo de 750 e 1000 mg L”,
respectivamente. Ao longo do trabalho, a bactéria BLB-4 perdeu a capacidade
degradativa sendo esta reisolada do inoculo utilizando-se a técnica de conjugacéo.
Apos esta etapa foi realizado estudo das condi¢cdes de cultivo, onde se verificou
que utilizando meio mineral com peptona, juntamente com uma concentragao
maior de inoculo, no pH 7,0, havia um aumento da taxa de remocgao de fenol. A
bactéria voltou a tolerar a mesma concentracao que tolerava antes de perder a
capacidade degradativa (1000 mg L'). Foi constatado que ambas as bactérias
utilizavam a via de degradagao orto-pB-cetoatipato, expressando as enzimas fenol
hidroxilase e catecol 1,2-dioxigenase. Verificou-se que todas eram termoestaveis,
atuavam em uma grande faixa de pH (4,0 a 9,0), que algumas foram afetadas pela
presenca de ions metalicos no meio de reagdo, como o mercurio. Os resultados
apresentados neste trabalho sugerem que ambas as bactérias e suas enzimas
sao promissoras para serem utilizadas em processos de biorremediacéo.

1 Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia da
Biodegradagao, biodeterioragao e biorremediacgdo, Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil
(115 p.). Fevereiro, 2010.

vi



ISOLATION OF BACTERIAS AND CHARACTERIZATION OF THE ENZYMES
INVOLVED IN DEGRADATION OF PHENOL

2Abstract

Were isolated in this study six bacteria from leather shavings contaminated with
phenol, from a tannery in the region of study. They were identified as
Pseudomonas putida, Microbacterium oxydans, Stenotrophomonas maltophilia and
Staphylococcus cohnii using the technique of the 16 S ribosomal RNA. The
isolates of M. oxydans (BLB-2 and BLB-4), were used in others subsequent
studies, which found that both bacterias had a high removal capacity and tolerance
to phenol concentrations of up to 750 and 1000 mg L, respectively. Throughout
the work, the bacteria BLB-4 lost the ability of degradation, so was used the
technique of conjugation to isolation of the bacteria of the inoculum. After, was
made the study of culture conditions, where it was found that mineral medium with
peptone, a higher concentration of inoculum and the pH 7.0, increased rate of
removal of phenol. The bacteria tolerated the same concentration as tolerated
before losing degrading capacity (1000 mg L). Was found that both the bacteria
used the route of degradation of ortho-B-cetoatipato, expressing the enzymes
phenol hydroxylase and catechol 1,2-dioxygenase. It was found that all were heat-
stable, worked in a wide range of pH (4.0 to 9.0), some were affected by the
presence of metal ions in the reaction medium, such as mercury. The results
presented in this study suggest that both bacteria and their enzymes are promising
for use in bioremediation processes.

2 Doctoral Thesis in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
(115 p.). February, 2010.
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CAPITULO |

1. INTRODUGAO

Os compostos fendlicos sao citados como um dos principais
contaminantes ambientais, estando presentes nos efluentes da maioria dos ramos
industriais. Quando esses compostos nao sao tratados adequadamente e
descartados no ambiente geram sérios riscos ambientais e a saude do ser
humano. No Rio Grande do Sul as industrias de alimentos, petroquimicas,
farmacéuticas, metalurgicas e do curtimento do couro, entre outras, geram fenol
em seus processos, sendo que nem todas tratam de forma adequada seus
efluentes. Boa parte é descartada no ambiente sem tratamento ou permanecem
em seus terrenos de forma clandestina, sem conhecimento do érgédo ambiental
responsavel.

O fenol também pode entrar em contato com o ambiente de forma
acidental através de rompimento de dutos e no transporte destes residuos, sendo
muito perigoso por envolver altas concentragdes desse composto téxico. Pode ser
fatal se ingerido, inalado ou absorvido pela pele, causando também severas
queimaduras, afetando o sistema nervoso central, figado e rins.

Entre as formas de remocado de fenol podem ser citadas a catalise

quimica, processos fotoquimicos, a ozonizagao, a extracao liquido-liquido, entre



outros processos fisicos e quimicos. Esses processos podem ser caros e nao
resolverem o problema, pois podem transformar o contaminante em outro
composto com menor massa molecular e, muitas vezes, impedir a total
mineralizagdo do contaminante, pela formacdo de subprodutos indesejaveis
(Assalin et al., 2006).

Processos biolégicos vém ganhando destaque para a degradagao de
compostos aromaticos devido a possibilidade da total mineralizagdo do
contaminante. Dentro desse contexto, destacam-se o0s processos de
biorremediagdo que sao tecnologias que utilizam  micro-organismos,
especialmente os selecionados pelo seu potencial degradativo com o objetivo de
minimizar o impacto das substancias recalcitrantes no ambiente, criando
condicbes favoraveis ao crescimento e a atividade microbiana (Caprez et al.,
2002).

O uso de enzimas como agentes de descontaminagédo tem recebido
grande atencgao devido a possibilidade de serem utilizadas em compostos com alto
grau de toxicidade, uma vez que micro-organismos naturais selecionados mesmo
exibindo tolerancia, podem ser afetados pelo contaminante (Chen et al., 1999). As
enzimas apresentam caracteristicas que torna vantajoso seu uso quando
comparado com a catalise quimica convencional ou a utilizagcdo de micro-
organismos promovendo maior rendimento das reagodes, reduzindo o custo de

material.



Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo a
identificacdo de bactérias com alto potencial de degradagao de fenol, recuperagao
da capacidade de degradagdo, avaliagdo das condigbes de cultivo e
caracterizagao das enzimas que participavam da rota de degradacao de fenol. Os
objetivos especificos foram: a) isolar bactérias de serragem de couro proveniente
de um curtume do Rio Grande do Sul; b) testar a capacidade das bactérias para
degradagao de fenol; c) avaliar a tolerancia das bactérias ao contaminante; d)
estabelecer a rota metabdlica utilizada por esses micro-organismos; e) realizar a
identificacdo das bactérias mais eficazes na remogao do contaminante; f) isolar do
in6culo, bactérias que ndo perderam a capacidade de degradagao de fenol por
técnica de enriquecimento; g) investigar as condigcbes de cultivo que mais
influenciavam no aumento da velocidade de degradacéo de fenol; h) caracterizar

as enzimas envolvidas nas primeiras etapas da degradacgao do fenol.



CAPITULO II

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos toxicolégicos do fenol e legislagao

Os fendis e seus homodlogos sdo moléculas aromaticas que contém
hidroxil e grupos sulfénicos no anel benzénico (Alemzadeh et al., 2002) e séo
listados como contaminantes peridédicos do ambiente. Pertence a um grupo de
compostos aromaticos toxicos perigosos produzidos por muitos processos,
podendo causar problemas devido a liberagdo continua de pequenas
concentracbes de compostos fendlicos (Fialova et al., 2004; Alemzadeh et al.,
2002). Em muitos paises, as agéncias de protegao ambiental citam o fenol como
um poluente prioritario para a remedi¢cédo (U.S. Environmental Protection Agency)
(Khleifat, 2006).

Segundo ao anexo A da NBR 7500, o fenol sélido é considerado toxico
(venenoso), sendo que dados publicados pela CETESB-SP indicam que a
concentragéo considerada toxica aos humanos é de 140 mg Kg™', por via oral e de
74 mg m® pela inalagdo. As bactérias toleram uma faixa de 64 mg L para
Pseudomonas aeruginosa e > 1000 mg L™ para Escherichia coli. Segundo Fialova
et al. (2004), os efeitos toxicos para os micro-organismos incluem a

permeabilizacdo da membrana celular e coagulagao citoplasmatica que poderiam



causar danos as células, afetando principalmente os processos de tratamento de
residuos liquidos, causando problemas a saude e ao meio ambiente.

Segundo a CETESB (2010a), os fendis se tornam parte do tratamento
de esgotos sanitarios e de efluentes industriais, pois muitas industrias estdo
ligadas a rede publica de coleta de esgotos. Por este fato, o Artigo 19-A do
Decreto Estadual n° 8.468/76 do Estado de S&o Paulo estabelece o limite de
emissdo de fenois de 5,0 mg L™, e as industrias devem fazer o tratamento de seus
efluentes na prépria unidade industrial a fim de reduzir a concentracdo de fenol.
Estas restricdes para emissdo de fenol ocorrem devido a reagao com cloro livre,
formando clorofendis (CF). Dessa forma, o Ministério da Saude considera a
presenca de fenol como padréao de potabilidade da agua, limitando a concentragao
existente a 0,001 mg L™ (Portaria 1469).

Wen et al. (2006) enfatizam que os CF formados sao mais toxicos que
os fendis, aumentando o risco a saude e tém sido citados como um dos poluentes
prioritarios pela U.E. (Unido Européia) e também pela EPA (Environmental
Protection Agency- USA). Estes mesmos autores ainda citam que o tratamento
bioldgico deste tipo de residuo € muito dificil devido a dificuldade que os micro-
organismos tém de remové-lo, e que os efluentes devem ser tratados antes de
serem descartados no ambiente.

A FEPAM-RS (Fundacgédo Estadual de Protecdo Ambiental), se baseia

na Portaria n° 05 da Secretaria da Saude e do Meio Ambiente (Rio Grande do Sul,



1989), estabelecendo limites de emissdo de fenol de 0,1 mg L”, para que
efluentes liquidos sejam langados nos corpos de agua, menor que o limite
estabelecido pela Legislacdo Brasileira, que estabelece os limites de emissao no
corpo receptor de 0,5 mg L' de fenol (Artigo 34 da Resolugdo n.° 357/05 do
CONAMA).

Segundo Peixe et al. (2006), o fenol pode ser rapidamente absorvido
pela pele, devido a seu carater lipofilico. O contato pode ocorrer por via
respiratoria, oral ou cutanea, sendo distribuido por todos os tecidos pelo fluxo
sanguineo. A mucosa nasal € o local onde a absorgéo ocorre de forma mais facil e
normalmente esta relacionada aos efeitos mais toxicos.

Ha relatos de fatalidade por contato ou ingestdo de fenol em adultos,
com apenas 70 mg Kg™' de fenol, por via oral. O fenol pode afetar severamente
orgaos e tecidos, estando relacionado a casos de alteragdo da mucosa intestinal,
causando gastrenterites, problemas cardiovasculares, por necrose do miocardio,
pneumonia devido a sensibilizagdo da mucosa nasal, degeneragao centro lobular,
efeitos neurolégicos e necrose de figado e rins. Com relagdo a genotoxicidade o
fenol pode estar relacionado com alteracbes no cromossomo e no DNA, incluindo
medula 6ssea, figado e células renais (U.S. Department of Health and Human
Services, 2008). Nao ha estudos disponiveis do grau de exposicdo em adultos e
criangas para estas ocorréncias, devido a divergéncias dos protocolos existentes e

a falta de mais estudos na area.



Peixe et al. (2006), relatou que em 1974 em Wisconsin nos Estados
Unidos, uma populagao foi contaminada pela agua potavel, oriunda do lencol
freatico contaminados com fenol. Apés um més ocorreram relatos de diarréia,
feridas e queimaduras na boca e urina escura. Foi estimada que a exposigao
diaria tinha sido de 10-240 mg de fenol por pessoa. Em outro local, em North
Wales, também nos Estados Unidos, doengas gastrointestinais foram relatadas
devido a contaminacdo de um rio com fenol, sendo detectada a formagao de

clorofendis.

2.2 Caracterizagao da contaminagao do fenol

A presenca de compostos organicos antropogénicos no ambiente € um
problema de saude publica consideravel, ja que hidrocarbonetos monoaromaticos
como benzeno, tolueno e fenol sdo encontrados em grandes quantidades (Hamed
et al., 2004). Clorofendis séo originados principalmente pelo seu uso em biocidas
na industria e na agricultura. Sua formacdo também ocorre durante o
branqueamento de polpa de papel e a incineragcdo de material organico na
presenca de cloro (Antizar-Ladislao & Galil, 2004). A industria petroquimica
descarta no ambiente compostos fendlicos provenientes de aguas de lavagem da
gasolina e do processamento de dleos lubrificantes e solventes (Ribeiro et al.,

2001).



O Brasil possui cerca de 166 milhdes de cabegas de gado, totalizando
16% do rebanho mundial (Alves & Mancio, 2007), ocupando o quinto lugar na
produ¢cao mundial de couro bovino, com 16% da produgao, ficando atras dos EUA,
Russia, india e Argentina (Santos et al., 2002). O Rio Grande do Sul produziu 7%,
dos 44,4 milhdes de peles produzidas no Brasil em 2006 perdendo para os
estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso que dominam o mercado com
16, 15 e 14% da produgéao nacional, respectivamente. Até o ano 2000 a produgéao
se concentrava na regiao sul e sudeste, onde o Rio Grande do Sul era o maior
produtor com 23,5 % da producgéo nacional (Rosa & Correa, 2007).

Nos curtumes podem ser encontrados os mais variados produtos
quimicos utilizados nas diferentes etapas do processo como fungicidas, corantes,
solventes, metais pesados, taninos e compostos fendlicos (Pacheco, 2005),
representando uma possivel fonte de contaminacdo em nosso estado, por se
tratarem de industrias de pequeno porte (Santos et al., 2002), existindo uma
quantidade consideravel de fenol em seus residuos (Ganem, 2007; Pacheco,
2005). Em Sao Paulo, apenas as empresas de médio porte que fazem o
tingimento do couro, devem realizar tratamento de seus efluentes liquidos, ao
custo de 3 mil reais por més para tratar 20000 L de agua por dia (CETESB, 2010).
Isto significa que muitos efluentes contendo altas concentragdes de fendis estao

sendo descartados diretamente no meio ambiente.



A industria de azeite de oliva gera 1200 mg L™ de compostos fendlicos,
nos meses de safra (Garcia et al., 2000), sendo superior a concentragdo de 469
mg L geradas pelas destilarias de alcool (Garcia et al., 1997), 615 mg L™ pelas
industrias de resinas fendlicas (Hidalgo et al., 2002) e 326 mg L' produzida pelas
siderurgicas (Santos & Linardi, 2004). Com isso, representa a industria que possui
as maiores concentragdes de compostos fendlicos, conferindo cor escura ao
efluente, efeitos fitotdxicos e atividade antibacteriana. Este residuo é composto por
acucares, taninos, polifenodis, polialcoois, pectinas e lipideos, na sua fragao
organica (Kachouri & Hamdi, 2003). Essas industrias representam um grande risco
de impacto ambiental, ja que as maiores concentragdes sdo geradas em periodos
sazonais, relacionadas com a safra da azeitona.

No Rio Grande do Sul em 2009, no municipio de Cacapava do Sul,
houve a implantagcdo de uma industria beneficiadora de 6leo de oliva que produz
91000 L de azeite. A producdo de azeitonas na cidade em 2007 era de 1600
toneladas e espera-se produzir até 2012, 2100 toneladas de azeitonas, destinadas

a produgéao de azeite de oliva extra virgem (Mota et al., 2009).

2.3 Principais areas contaminadas com fenol no Brasil
Segundo a CETESB os fendis estdo presentes nas aguas naturais
devido as descargas de efluentes industriais que nao sofreram tratamento

adequado. A maior catastrofe ambiental envolvendo fenol no Brasil ocorreu no
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estado de Santa Catarina, na Baia da Babitonga em 1950. Empresas de fundi¢ao
depositaram em suas margens, areia contaminada com fenol e metais pesados e
aparentemente nada foi feito contra isso, persistindo o problema até hoje (Demori
& Bellotto, 2008).

Nas margens do rio Bocaiuna na cidade de Bocaiuna-SP, existem cinco
curtumes préoximos e recorrentemente o rio € contaminado por seus residuos,
apresentando coloragao correspondente ao corante que foi utilizado no tingimento
dos couros, com odor forte e irritante as mucosas. A estacdo de tratamento de
agua da cidade nao tem capacidade para tratar estes residuos presentes na agua
dos rios da regido, provenientes dos efluentes descartados sem tratamento, que
matam as bactérias envolvidas no processo de tratamento da agua. Foi observado
que os locais por onde passam os residuos dos curtumes causam a morte de
todos os seres vivos, sejam peixes, plantas ou bactérias (Camargo, 2010).

Em agosto de 2000 o Greenpeace coletou varias amostras de areia de
fundicdo contaminada com fenol e outros compostos tdxicos, armazenada
ilegalmente ao redor da planta da Gerdau em Sapucaia do Sul-RS, onde as
andlises dessas amostras demonstraram que as escoérias residuais estavam
contaminadas por altas concentracbes de metais pesados toxicos. As escorias
armazenadas proximas as plantas estavam contaminando o solo por bifenilas
policloradas (PCBs) tdxicas e persistentes. A poeira coletada em uma casa

proxima a planta estava contaminada por altos niveis de PCBs, com perfis
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semelhantes ao encontrado na escéria e foi encontrado também fenol,
hidrocarbonetos aromaticos e compostos organo-halogenados (Brigden et al.,
2000).

Em 2003, no municipio de Catanguases, Minas Gerais, uma mancha
toxica de 1,2 bilhdo de litros de residuos, resultante do processo quimico de
branqueamento de papel, que € uma fonte de residuos fendlicos entre outros
compostos perigosos, se alastrou por quase 100 Km de rios, destruindo totalmente
a fauna e a flora na sua trajetéria, comprometendo também a subsisténcia da
populagao ribeirinha (Lobato, 2003).

Residuos sdlidos industriais normalmente tém sido encaminhados para
deposicao final em aterros controlados que em sua maioria ndo operam de forma
eficiente, geralmente estdo localizados préximos a nucleos populacionais e
ecossistemas importantes. A CETESB (2010c) cita que a contaminagéo de aguas
subterraneas pode ocorrer devido a lixdes e aterros mal operados,
armazenamento e descarte de matérias primas de forma inadequada, efluentes de
industrias como das quimicas, petroquimicas, alimenticias, metalurgicas, dos
curtumes entre outras, vazamento de esgotos e da rede de saneamento,
agrotoxicos e fertilizantes utilizados de forma incorreta, sendo que a maioria
desses residuos possui altas concentracdes de compostos fendlicos.

Um trabalho feito no estado do Rio de Janeiro avaliando amostras

originadas de setores quimicos de beneficiamento de compostos minerais,
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metalurgico, alimenticio e de bebidas, constatou concentragdes de fenol acima do
permitido em nove das vinte e uma amostras analisadas, onde a maior
concentracdo encontrada de fenol foi de 100 vezes acima do que o valor maximo
permitido (Sisinno, 2003). Com isso constatou-se que a contaminagao por fenol é
um problema presente, e medidas devem ser tomadas para reverter esse
problema.

No Rio Grande do Sul, o fenol esta presente principalmente em
residuos da industria do petroleo, na cura do couro, de papel, nas industrias
quimicas e farmacéuticas e em menor proporcdo, embora ndo menos
preocupante, nas industrias de alimentos e em certos defensivos agricolas usados

na agricultura.

2.4 Uso de micro-organismos para degradacao de fenol

Devido a grande ocorréncia de fenol, micro-organismos habeis em usar
estes compostos como fonte de carbono e energia podem ser encontrados em
muitos ambientes. Eles incluem tanto micro-organismos aerdbios como
anaerobios. A biodegradacdo aerdbia tem sido estudada desde o comego do
século XX, onde muitos micro-organismos degradadores de fenol tém sido
isolados e suas rotas de degradacgao tém sido elucidadas desde 1950.

A maioria dos estudos realizados em laboratério, para investigar a

capacidade degradativa de micro-organismos, por sua habilidade de degradar
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hidrocarbonetos, enfoca a biodegradacao destes por bactérias. A despeito das
propriedades tdéxicas dos fendis, numerosos micro-organismos podem utilizar
esses compostos sob condi¢gdes aerdbicas como unica fonte de carbono e energia

(Watanabe, 2002).

TABELA 1: Procedéncia de isolados bacterianos com capacidade de degradagao

de fenol e concentracdo maxima tolerada que foram relatados na literatura.

Bactéria Local do isolamento Concentragao de fenol tolerada Referéncia
(mg L)
Pseudomonas Singapura 750, em meio minimo com glicose Lob & Tar, 2000

putida

Pseudomonas sp.

P. solanacearum e
P. testosteroni
Rhizobium sp.

Lactobacillus
plantarum
Cupriavidus
taiwanensis
Ralstonia
taiwanensis
Ralstonia eutropha

Halomonas
campisalis
Alcaligenes faecalis
Ewingela americana

Acinetobacter sp.
Serratia plymuthica

Bacillus
thermoglucosidasius

Estados Unidos

Taiwan, no efluente de uma
industria de alimentos

Taiwan

Estados Unidos, de um lodo

ativado contendo clorofenois

india em uma planta de tratamento
de esgoto

Coréia

China, noddulo de
chrysopteru

Tunisia, em residuos de uma
industria de 6leo de oliva

Taiwan, nédulo de Mimosa sp.

Astragalus

Taiwan, nddulo de Mimosa sp.
Turquia

Estados Unidos em um lago com
alta concentragao salina

China, de um lodo ativado

Estados Unidos em uma planta de
tratamento de efluentes, no tanque
de cloracéo

China de um lodo ativado

india, do lodo ativado de uma
industria quimica

Alemanha

e extrato de levedura

600, em meio com extrato de
carne e peptona

416,5 em meio rico

200 em meio rico

196 em meio minimo

100 em meio minimo com glicose
20 em meio minimo

1000 em meio minimo

1108 em residuo liquido de oéleo
de oliva fermentado

1112,3 em meio minimo

900 em meio minimo

500 em meio rico, com a bactéria
imobilizada em alginato de calcio
130 em meio minimo com altas
concentragdes de sal

1600 em meio minimo
1000 em meio minimo

1100 em meio minimo
1050 em meio minimo

98 em meio minimo

Hamed et al., 2004
Juang & Tsai, 2006

Annadurai et al.,
2008

Moharikar & Purohit,
2003

Saravanan et al,
2008

Kim et al., 2002

Wei et al., 2008

Kachouri & Hamdi,
2004
Chen et al., 2008

Chen et al., 2004
Tepe & Dursun,
2008

Alva & Peyton, 2003

Jiang et al., 2007
Khleifat, 2006

Wang et al., 2007.
Pradhan & Ingle,
2007

Duffner et al., 2000
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As bactérias se destacam por apresentar alta tolerdncia ao fenol e
rapidez na remocgao deste composto como as do género Pseudomonas (Hamed et
al., 2004), entre outras ja bem relatadas na literatura, como Ralstonia, Halomonas,
Alcaligenes, Ewingella, Acinetobacter, Serratia e alguns tipos de Bacillus (TABELA
1).

E possivel observar nesta tabela, que ha uma grande variedade de
espécies sendo estudas, com capacidades distintas de remocéao de fenol, isoladas
em diversos lugares do mundo a partir de diferentes amostras. No entanto, a
velocidade da biodegradacéo depende de fatores bioldgicos e fisico-quimicos,
como o0 numero de micro-organismos, conteudo de oxigénio ou disponibilidade de
nutrientes, bem como da temperatura e da disponibilidade de agua. A velocidade
de degradacdo também depende de diversos fatores relacionados com a
biodisponibilidade, estrutura, toxicidade e propriedades do contaminante, e
também do potencial genético dos micro-organismos degradadores (Antizar-
Ladislao & Galil, 2004).

Fungos do género Aspergillus, Geotrichum, Phanerochaete, entre
outros, utilizam uma larga faixa de compostos aromaticos simples e apresentam
alta atividade de enzimas catabdlicas, sendo considerados habeis para degradar
fendis (Garcia et al., 1999). Desde 1980, ja é conhecido que o Aspergillus degrada

uma ampla faixa de compostos aromaticos, sendo o A. japonicus o mais eficiente
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para degradar fenol em relagao a outras espécies como A. terreus, A. niger ou A.
flavus (Ziino et al., 1999).

Diversos autores tém estudado a degradacado de fendis utilizando
fungos filamentosos e leveduras (TABELA 2). Ndo ha muitos estudos da
biodegradagao de fenol utilizando fungos filamentosos, embora ja houveram
avancos nesta area, onde foi possivel constatar que a utilizacdo de consércios
microbianos utilizando bactérias e fungos apresentaram otimos resultados,

principalmente em meios complexos (Costa et al., 2000).

TABELA 2: Procedéncia de alguns isolados fungicos com capacidade de

degradacédo de fenol, e concentracdo maxima tolerada, ja estudados.

Fungo Local do isolamento Concentragéo de fenol tolerada Referéncia
(mg L)
Asperqgillus sp. Brasil, em uma lagoa fendlica de 1000, em meio minimo Passos et al., 2009

Trametes versicolor

Candida tropicalis

Fusarium sp .
Aspergillus
fumigatus
Sacharomyces sp.,
Candida boidinii e
Geotrichum
candidum
Trichosporon
cutaneum
Neurospora crassa
Coriolus versicolor
Aerobasidium
pullulans

Candida tropicalis,
C. rugosa e Pichia
membranaefaciens
Candida tropicalis e
Aspergillus faecalis
Penicilium
chrysogenum

uma refinaria de petréleo

Africa do Sul

Republica Checa, em solo
contaminado com HC aromaticos
México

China, de bentonita
Reino Unido

Grécia, em sistemas de
decantagao de 6leo de oliva

Bélgica

Africa do Sul

Reino Unido

Brasil em efluentes de industria de
aco

Brasil, Refinaria de 6leo

Brasil, de solo natural da floresta
Amazénica
Portugal, mina de sal com 10 mg
L de fenol

suplementado com glicose

125 em meio rico

350 em meio minimo

1500 em meio minimo mais
extrato de levedura

420 em meio minimo

205,8 em meio minimo

27, em residuo de 6leo de oliva

1000 em meio rico com células
imobilizadas em membranas

23 em reator de membrana

50 em substratos solidos

1568 em meio minimo mais
extrato de levedura

7, 500 e 1000, respectivamente
usando meio minimo

735 em meio minimo com lactato

300 em meio minimo

Ryan et al., 2007

Paca et al., 2007

Galindez-Mayer et
al., 2008

Cai et al., 2007
Jones et al., 1995

Giannoutsou et al.,

2004

Godjevargova et al.,
2006

Luke & Burton, 2001
Ullah et al., 2000
Santos et al., 2009

Rocha et al., 2007

Bastos et al., 2000

Leitdo et al., 2007
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2.5 Técnicas de remogao de compostos fendlicos

Tradicionalmente, o fenol tem sido removido de efluentes industriais por
métodos fisico-quimicos. Os métodos fisicos e quimicos sao processos caros e
nem sempre resolvem o problema, pois muitas vezes transformam o contaminante
em outro composto com menor massa molecular ou impedem a total
mineralizagado do contaminante, podendo gerar subprodutos indesejaveis (Assalin
et al., 2006). Dentre estes métodos pode-se citar a degradagado de residuos
fendlicos por oxidacdo, onde o uso da luz UV e a reacdo de Fenton nao
removeriam totalmente o contaminante. A técnica que utiliza luz UV associada a
H>O, ou somente H,O., removeria totalmente o fenol do meio (Pereira et al., 2006).
O tratamento eletroquimico ou fotoeletroquimico podem ser utilizados quando os
métodos bioldgicos ndo forem eficientes ou quando se requer um tratamento mais
rapido, que promete completa oxidagao do fenol (Andrade et al., 2006).

Técnicas recentemente desenvolvidas de biodegradagao tém potencial
de mineralizar estes compostos toxicos, a pequenos custos. A degradagao
microbiana de contaminantes organicos pode ocorrer naturalmente pela
disponibilidade de aceptores e doadores de elétrons, nutrientes e também pela
intervencdo humana, usando tecnologias de biorremediagdo (Scow & Hicks,
2005).

A biorremediacdo é um conceito geral que inclui todos aqueles

processos e agdes que levam a biotransformacdo de um ambiente contaminado,
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para diminuir a concentragdo de um contaminante (Thassitou & Arvanitoyannis,
2001). Segundo Caprez et al. (2002), os processos de biorremediagao utilizam
organismos (plantas ou micro-organismo), ou suas enzimas. Especificamente, os
micro-organismos selecionados pela sua capacidade de degradacédo de
substancias toxicas presentes no solo e agua, transformam o poluente em
biomassa, agua, diéxido de carbono e outros componentes toxicologicamente
inertes. A bioestimulagéo (adigao de fertilizantes) e a bioaumentacgao (inoculagao
de micro-organismos degradadores), podem ser consideradas abordagens gerais
nessa tecnologia.

As técnicas de biorremediacdo podem ser usadas in situ e ex situ para
descontaminagéo de solo e da agua. A técnica in situ é feita sem a extracéo do
meio contaminado, com a estimulagdo da atividade degradativa de populagdes
microbianas enddgenas pela suplementacdo de nutrientes e aceptores de
elétrons, ou adicdo de micro-organismos exdgenos, com capacidade de
degradagao para o fenol, com ou sem provimento de nutrientes (Seabra et al.,
2001).

A Dbiorremediacdo ex situ requer a remocado fisica do material
contaminado (usualmente solo ou sedimentos), seguido de tratamento em
biorreatores, landfarming, compostagem ou lagoas. As técnicas de

biorremediacdo, comparadas a outros procedimentos de recuperagcao ambiental,
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apresentam como vantagens a completa destruicdo do contaminante, menor
custo, maior segurancga e menor interferéncia no ambiente (Ghazali, 2001).

A atenuagao natural monitorada (bioatenuagdo) € uma estratégia de
limpeza cuidadosamente controlada em um local contaminado, reduzindo as
concentracbes do contaminante a niveis que ndo oferegcam riscos a saude
humana e ao meio ambiente e tudo isso num prazo de tempo razoavel. Embora
possua uma baixa taxa de degradagdo, pois 0 processo pode durar meses até
anos, € um processo in situ que utiliza as condicdes naturais encontradas na
superficie do solo, sendo um método bastante aceito e a um custo inexpressivo
(Seabra et al., 2001).

A técnica que utiliza biorreatores pode ser utilizada para tratamento de
agua e solo contaminados com compostos recalcitrantes, principalmente se o
composto toxico esta adsorvido na matriz do solo, podendo ser utilizado tanto em
condicdes aerdbias como anaerdbias. E um processo mais caro, quando
comparado a bioatenuacido e possui limitagdbes de tamanho, mas promove um
bom controle do processo, e com isso uma rapida taxa de degradagao, onde a
mineralizagdo pode ocorrer em dias ou semanas (Thassitou & Arvanitoyannis,
2001).

Enzimas podem ser uma boa alternativa para recuperacido de
ambientes contaminados com xenobidticos, pois podem ser utilizadas para tratar

poluentes com muita especificidade. Possuem muitas vantagens quando
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comparado a tratamentos convencionais, incluindo aplicacdo em materiais
recalcitrantes, com concentragdes variaveis do contaminante (Duran & Esposito,
2000).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar a possibilidade
biotecnolégica e ambiental da utilizagdo das enzimas. Entre as vantagens da sua
utilizacdo esta o alto nivel de eficiéncia catalitica freqlientemente superior a
catélises quimicas e um alto grau de especificidade onde ndao sao produzidos
subprodutos indesejaveis. Estas caracteristicas promovem maior rendimento das
reagdes reduzindo o custo do processo (Whiteley & Lee, 2006).

Embora a utilizagdo das enzimas seja promissora existem varios
problemas praticos na utilizacgdo das enzimas de forma livre, entre eles a
instabilidade da sua estrutura uma vez retirada de seu ambiente natural e sua
sensibilidade para processar em condi¢gdes diferentes da 6tima. Seu uso efetivo
pode ser amparado por suas propriedades particulares como sendo um material
protéico ou peptidico, portanto, biodegradavel, mas elas apresentam instabilidade
para serem utilizadas sob condicbées ambientais (Degaldilo & Rodriguez-Nogales,
2005).

Devido a isso, as enzimas podem ser imobilizadas de varias formas e
métodos, os quais podem ser classificados como fisicos tendo uma interacao
entre o suporte e a enzima, e quimicos onde ligagdes covalentes sao formadas

com as enzimas. Sistemas de biotransformacgdes utilizando enzimas em
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biorreatores sdo bem aceitos e podem ser usados para biorremediacdo de
poluentes (Fernandez-Lafuente et al., 2000; Burton, 2001; Molesmy et al., 2002;

Ko & Chen, 2008).

2.6 Mecanismo de degradacgao de fenol

Em geral, as vias metabdlicas bacterianas de degradacado do fenol
podem ocorrer em condicbes aerdbias e anaerdbias. Na biodegradagao aerdbia
do fenol, o oxigénio molecular € usado pela enzima fenol hidroxilase para
adicionar uma segunda hidroxila ao grupamento na posi¢ao orto. A reagao requer
uma reducao do NADH.. O resultado é catecol (1,2-dihidroxibenzeno), molécula
que pode ser degradada por dois caminhos alternativos, dependendo do
organismo. Na rota orto-B-cetoatipato, o anel aromatico é clivado entre as
hidroxilas do catecol por uma catecol 1,2-dioxigenase. O resultado é cis, cis-
muconato, que posteriormente € metabolizado no ciclo de Krebs. Na rota meta, a
fissdo do anel ocorre na parte adjacente para os dois grupos hidroxila do catecol.
A enzima catecol 2,3-dioxigenase transforma catecol para 2-hidroximucdnico
semialdeido que também é metabolizado posteriormente no ciclo de krebs (Sala-
Trepat & Evans, 1971; Schie & Young, 2000; Alemzadeh et al., 2002).

As enzimas catecol dioxigenases sdo a via metabdlica comum da
degradagao de diversos compostos aromaticos como o fenantreno, naftaleno,

tolueno, triptofano, benzoato, silicicato, antranilato, anilina, antraceno, benzeno e
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fenol, sendo a etapa que antecede a metabolizacdo do composto no ciclo de
Krebs, ja que os substratos aromaticos sdo transformados em um metabdlito di-

hidroxiaromatico (catecol) (Santos & Linardi, 2003).
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CAPITULO Il

BIODEGRADAGAO DE FENOL POR BACTERIAS ISOLADAS DE SERRAGEM
DE COURO E EVIDENCIA DA ROTA DE DEGRADAGAO

PELA VIA ORTO-B-CETOATIPATO

Resumo

O fenol é um residuo produzido por diversas atividades industriais incluindo a cura
do couro, o qual o utiliza para sua estabilizagdo, que pode ser perigoso para todas
as formas de vida. A biorremediagdo pode ser uma alternativa viavel para a
degradagdao de fenol com micro-organismos aclimatados. Este estudo foi
conduzido para isolar bactérias com potencial para degradacao de fenol, a partir
de serragem de couro com 11 mg K’ de fenol e elucidar a rota de degradagéo
dessas bactérias. Seis bactérias com capacidade para degradagao de fenol foram
isoladas pela técnica de enriquecimento, identificadas como Pseudomonas,
Staphylococcus, Stenotrophomonas e Microbacterium. Os isolados mais eficientes
foram Microbacteriam oxydans BLB-2 o qual degradou até 750 mg L' de fenol em
6 dias e Microbacteriam oxydans BLB-4 o qual consumiu até 1000 mg L™ de fenol
em 11 dias. Ambas as bactérias expressaram as enzimas fenol hidroxilase e
catecol 1,2-dioxigenase, indicando que as duas cepas de M. oxydans utilizavam a
via orto-B-cetoatipato para a degradacao de fenol. Devido a alta capacidade de
degradagao de fenol apresentada pelas duas cepas bacterianas, acredita-se que
ambas sao promissoras para serem utilizadas na biorremediagdo de fenol em
sistemas aquaticos.

Palavras-chave: serragem de couro, biorremediacdo, Microbacterium oxydans,
tolerancia ao fenol e degradacgao, fenol hidroxilase e catecol 1,2-dioxigenase.

Abstract

Phenol is a hazardous waste produced in several industrial activities including
tannery, which uses it for leather stabilization. Phenol-rich tannery waste can be
dangerous to the health of living systems in the environment. Bioremediation can
be a viable alternative for phenol degradation with efficient microorganisms. This
study was conducted to isolate potent phenol-degrading bacteria from leather
shaving waste contaminated with phenol and elucidate the biochemical pathway
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for monoculture isolates. Through enrichment of phenol-resistant microbial
consortium, phenol-degrading monocultures of Pseudomonas, Staphylococcus,
Stenotrophomonas and Microbacterium were isolated. The most efficient isolates
were Microbacterium oxydans BLB-2 which degraded up to 750 mg phenol L in 6
days and Microbacterium oxydans BLB-4 which consumed as much as 1000 mg
phenol L™ in 11 days. Both bacteria expressed phenol hydroxylase and catechol
1,2 dioxygenase activities indicating that the two strains of Microbacterium
oxydans employ the ortho-B-ketoadipate cleavage pathway for phenol degradation.
Results suggest that the two strains of Microbacterium oxydans are candidate
organisms for bioremediation of phenol in aquatic systems.

Key-words: Tannery waste, bioremediation, Microbacterium oxydans, phenol
tolerance and degradation, phenol hydroxylase and catechol 1,2 dioxygenase.

1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos estdo presentes em diversos residuos
produzidos pela atividade industrial moderna incluindo as industrias de alimentos,
petroquimica, farmacéutica, de aco, producdo de papel como também da
agricultura. O fenol € um composto perigoso que é toxico em baixas
concentragdes pelo contato, ingestado ou inalagado (Wei et al., 2008; Yang & Lee,
2007). Na manufatura do couro, os processos da cura geram uma grande
quantidade de residuos os quais sao ricos em muitos compostos quimicos usados
em diferentes estagios do processo, incluindo fungicidas, sais, corantes,
solventes, metais pesados e compostos fendlicos. O Brasil € o quinto maior
produtor de couro do mundo e a maioria dos processos de curtimento do couro
sao operadas por pequenas companhias sem uma planta de tratamento

adequada, resultando em polui¢do significante do meio ambiente.
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Apesar de técnicas fisico-quimicas poderem ser usadas para remogao
de contaminantes toxicos em locais poluidos, a biorremediacdo € um método
biolégico que é considerado o mais eficiente e de baixo custo, ndo sendo
agressivo ao meio ambiente (Okeke et al., 1993, 1994; Wei et al., 2008; Yang &
Lee, 2007). Os micro-organismos transformam e degradam fenol através da agao
de varias enzimas incluindo oxigenases, hidrolases, peroxidases, tirosinases e
oxidases (Nair et al., 2008; Okeke et al., 1994).

A degradacao aerdbia do fenol por bactérias ocorre pela conversao
inicial a um catecol correspondente através da acdo de uma fenol hidroxilase.
Subsequentemente, o catecol é degradado pela fissdo orto ou meta do anel
aromatico para intermediarios, os quais podem ser metabolizados posteriormente
através do ciclo de Krebs (Cai et al., 2007; Room-Trepat & Evans, 1971; Schie &
Young, 2000). A fissao inicial do anel é catalizado pela catecol 1,2-dioxigenase
(uma enzima de orto clivagem) ou catecol 2,3-dioxigenase (pela meta clivagem)
formando  &cido  cis,cis-muconato e  2-hidroximucbnico  semialdeido,
respectivamente (Gurujeyalakshmi & Oriel, 1988).

Os micro-organismos tém potencial para sintetizar compostos
aromaticos a partir de aminoacidos (Pradahn & Ingle, 2007), envolvendo,
mecanismos e rotas para a degradacdo de compostos aromaticos. A
biorremediagcdo € uma opgao atrativa para remocgao de fenol e destoxificacdo em

ambientes aquaticos e terrestres (Okeke et al., 1993, 1994). Este estudo teve por
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objetivo a caracterizagdo de bactérias degradadoras de fenol, isoladas de
serragem de couro contaminado com fenol e a elucidagéo da rota metabdlica de

degradacgao pelas monoculturas mais promissoras.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento de bactérias resistentes ao fenol

Todos os procedimentos experimentais foram realizados utilizando-se
meio mineral (MM) (KH,PO,, 400 mg L"; MgS0,.7H,0, 200 mg L"; NaCl, 100 mg
L"; CaCl..2H.0, 25 mg L"; MnSQO.4.H,0, 3 mg L"; NH;,NO3.H,O, 500 mg L™). As
bactérias foram obtidas a partir de uma amostra de serragem de couro tratada
com fenol (11 mg Kg™') proveniente de um curtume do estado do Rio Grande do
Sul — Brasil. Amostras de 1 g foram transferidas para frascos erlenmeyers de 125
mL com 50 mL de MM suplementado com 250 mg L' de fenol e incubado em
agitador orbital (190 rpm) no escuro, a 30 °C. Apos 7 dias de incubagéo, amostras
de 1 mL contendo as células crescidas neste meio foram transferidas para outro
frasco erlenmeyer, contendo 0 mesmo meio e o procedimento repetido mais duas
vezes. Apoés as 3 transferéncias consecutivas aliquotas de 0,1 mL do crescimento
foram inoculadas em MM solidificado com agar, com a concentragédo de 250 mg L™
de fenol e incubadas a 30 °C até o aparecimento das colénias bacterianas.

Colbnias com pequenas diferengas visuais, quanto a cor, forma e brilho, foram
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transferidas para tubos de ensaio contendo meio nutriente com 250 mg L' de
fenol. As culturas foram incubadas a 30 °C por 48 h e estocadas a 4 °C.

Os isolados foram investigados quanto a habilidade de crescer em MM
contendo 500 mg L™ de fenol, como Unica fonte de carbono e energia. O indculo
bacteriano foi preparado separadamente usando as culturas estoques e
transferidas para frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de MM
contendo 250 mg L' de fenol e incubado a 30 °C em agitador orbital (190 rpm) por
48h. Apds, as células foram coletadas por centrifugacao (10 000 rpm, a 20 °C por
20 min) e ressuspendidas em MM. Uma aliquota de 4 mL, da suspensao de
células, foi misturada com 76 mL de MM, com fenol e incubados em agitador
orbital (190 rpm) a 30 °C por uma semana. O aumento do crescimento celular foi

monitorado pela medida da densidade optica DOss nm.

2.2 Identificagao das bactérias tolerantes ao fenol

O DNA foi purificado a partir do isolado bacteriano usando o Wizard®
Genomic DNA purification kit, catalogo A1123 (Promega). Os primers bacterianos
universais, correspondentes a E. coli nas posicoes 27F (5-
AGATTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1492R (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’), foram usados para amplificacdo do PCR e
do 16 S do RNA ribossomal (Lane, 1991). A mistura da reagcdo do PCR consistiu

de 12,5 pyl de PCR master mix (Promega, Madison, WI), padrao genomico DNA
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template (0,5 uL), primer 27F (2,5 p>=12,5 pM), primer 1492R (2,5 ul=12,5 pM) e
eluido para 25 uL de volume final com agua livre de nuclease. O gene 16S rRNA
foi aplificado usando 35-ciclos do PCR (desnaturacgao inicial, 95 °C por 5 min;
desnaturacao subsequente, 95 °C for 0,5 min; temperatura de anelamento, 50 °C
for 1 min; temperatura de extensao, 72 °C for 1 min e extensao final, 72 °C for 5
min).

Os produtos de amplificacdo do PCR foram analisados por eletroforese
em gel agarose 1 %. Unidades de filtro Millipore Montage PCR (Millipore, Billerica,
MA) foram usados para remover os sais dos primers e dNTPs incorporados, de
acordo com as instrugdes do procedimento, exceto a adigdo de 400 uL de agua
estéril livre de nuclease que foi adicionada para lavar os residuos do PCR. Em
seguida, 5 pM da sequéncia do primer 519r (5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3’)
foi adicionado a cada padrdo em reagdes independentes. O sequenciamento do
DNA ciclico foi feito usando BigDye terminator kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) em reacdes independentes (UCR Genomics Institute, Riverside, CA).

A relagao entre os isolados foi verificada usando-se o método Neighbor-
Joining (Saitou & Nei, 1987) e uma arvore filogenética foi construida, associando-
se 0s grupos existentes por caracteristicas de similaridade (Felsenstein, 1985). As
distancias foram computadas usando o método Maximum Composite Likelihood

(Tamura et al., 2004). Todas as posigdes contendo lacunas e perdas foram
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eliminadas e o software MEGA4 foi empregado para as anadlises filogenéticas

(Tamura et al., 2007).

2.3 Remocao de fenol usando monoculturas

A remocéo e tolerancia ao fenol foram avaliadas usando-se os isolados
bacterianos que produziram uma grande quantidade de biomassa nas primeiras
horas de crescimento em diferentes concentragdes de fenol (250, 500, 750, 1000
e 1250 mg L") usando as mesmas condigdes do meio, descritas anteriormente. As
culturas foram incubadas até ser observado o desaparecimento total do fenol no
meio ou a estabilizacdo das concentragdes. Foi utilizado um controle sem inéculo
para eliminar o efeito de fatores abidticos. O fenol foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteu (Hoyos et al.,, 2002). Os resultados foram avaliados

estatisticamente utilizando o software STATISTICA 7.0.

2.4 Determinagcao do mecanismo metabdlico de degradagao de
fenol

As células foram coletadas a partir do meio por centrifugagao, lavadas
trés vezes com tampao fosfato pH 7,0 (10 mM para a enzima fenol hidroxilase e
50 mM para as enzimas catecol 1,2-dioxigenase e catecol 2,3-dioxigenase), e
ap6s sendo ressuspendidas no mesmo tampao. As células foram rompidas em

banho de gelo utilizando um sonicador (550 Sonic Dismembranator, Fischer
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Scientific, Pittsburgh, PA.), sendo aplicado seis vezes, em tempos de 30 s, com
pulsos de 70 W cada. O sonicado foi centrifugado a 10000 rpm, 4 °C por 15 min,
segundo o método proposto por Alexievaa et al. (2004). O extrato celular foi
centrifugado (5000 rpm, 5°C, por 15 min) e ressuspendido no tampéo
correspondente. A atividade da fenol hidroxilase foi determinada
espectrofotométricamente (Bioespectro SP-220) pela diminuigdo da absorbancia a
340 nm e formagao de catecol correspondente (Jones et al., 1995). Os ensaios
enzimaticos das enzimas catecol 1,2-dioxigenase e catecol 2,3-dioxigenase foram
conduzidas pelo monitoramento do aumento da absorbancia pela formacado do
acido cis,cis-muconato a 260 nm (Varga & Neujahar, 1970) e 2-hidroximucdnico
semialdeido a 375 nm (Room-Trepat & Evans, 1971), respectivamente. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

requerida para catalisar a formagdo de 1 nM s™' de catecol ou cis,cis-muconato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento das bactérias degradadoras de fenol

Seis bactérias degradadoras de fenol (BLB-1, BLB-2, BLB-3, BLB-4,
BLB-5 e BLB-6) foram isoladas a partir da cultura contendo fenol como unica fonte
de carbono e energia (TABELA 3). Todos os isolados cresceram em alta

concentragdo de fenol (500 mg L") e a andlise do crescimento celular revelou que
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os isolados BLB-2 e BLB-4 tiveram a DOs4 mais abundante, apresentando valores
de 0,601 e 0,306, depois de 48 h, respectivamente (FIGURA 1). Estes dois
isolados apresentaram valores de DO superiores a Serratia GC (Ingle & Pradahn,
2007), a qual cresceu a uma DOgg de 0,12 em MM contendo 100 mg L™ de fenol.
Kobayashi et al., 2007 relatou que uma bactéria entérica cresceu a uma baixa
concentracao celular (DOs1o de 0,095). Pseudomonas resinovarans e Brevibacillus
sp. P-6 apresentaram DOgq de cerca de 0,47 em um meio contendo 400 mg L' de

fenol (Yang & Lee, 2007).
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FIGURA 1: Medida da DOs4 das bactérias isoladas de serragem de couro, pela
técnica de enriquecimento, utilizando fenol como Uunica fonte de

carnbono, crescendo em MM com a concentragdo de 500 mg L-1 de
fenol, incubado a 30 °C e 190 rpm.
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TABELA 3: Identificagdo dos isolados bacterianos provenientes de serragem de
couro que apresentaram tolerancia a 500 mg L' de fenol em MM como Unica fonte
de carbono, pela sequéncia do gene rRNA 16S.

Isolado Proximidade relativa (humero associado) Identidade (%) Valor E
BLB-1 Pseudomonas putida (EU275363.1) 99 0.0
BLB-2 Microbacterium oxydans (EU373400.1) 98 0.0
BLB-3 Stenotrophomonas maltophilia (AJ409153.1) 99 0.0
BLB-4 Microbacterium oxydans (AJ717356.1) 99 0.0
BLB-5 Microbacterium oxydans (AB365061.1) 99 0.0
BLB-6 Staphylococcus cohnii (AJ717378.1) 99 0.0

Os isolados bacterianos foram identificados pela analise da sequéncia
do gene 16 S (TABELA 3). O isolado BLB-1 era uma bactéria Gram negativa que
pertencia ao filo Proteobacteria, da ordem Pseudomonadales, familia
Pseudomonodaceae, género Pseudomonas identificada como P. putida, do grupo
P. putida. Apesar de algumas espécies de Pseudomonas terem sido relatadas
como degradadoras de hidrocarbonetos aromaticos, incluindo fenol (Afzal et al.,
2007; Lee & Yang, 2007; Niu et al., 2009; Obuekwe et al., 2008) e antraceno
(Santos et al., 2008), Pseudomonas sp. BLB -1 € um isolado superior, pois pode
crescer e degradar uma alta concentracéo de fenol (500 mg L), j& que ndo havia
outra fonte de carbono no meio. P. putida imobilizada em polivinil alcool gel (PVA)
degradou somente até 75 mg L™ de fenol (EI-Naas et al., 2008) e em cépsulas de
quitosana com ftripolifosfato degradou acima de 100 mg L' de fenol (Hsieh et al.,
2008). Ambos os isolados foram menos eficientes do que o isolado BLB-1.

A analise da sequéncia do gene RNA ribossomal revelou que os

isolados BLB-2, BLB-4 e BLB-5 eram do filo Actinobacteria, da ordem dos
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Actinomycetales, subordem Xanthomonadaceae, familia Microbacteriaceae,
género Microbacterium, identificada como Microbacterium oxydans (99 % de
similaridade para BLB-4 e BLB-5 e 98 % de similaridade para BLB-2). Pelo que se
tem conhecimento, ndo ha relatos sobre a degradagdo de compostos fendlicos por
Microbacterium oxydans. Entretanto, Microbacterium esteramaticum resistiu a
fendis formados a partir da hidrélise de fenamifos (Caceres et al., 2009).

O isolado BLB-3 foi identificado como uma bactéria GRAM negativa,
pertencente ao filo Proteobacteria, da ordem Xanthomonadales, género
Stenotrophomonas identificado como S. maltophilia (99% de similaridade), sendo
algumas consideradas patdégenos de seres humanos. Este género foi relatado
anteriormente por degradar co-metabolicamente 2,4,6-triclorofenol na presenca de
fenol, como fonte de carbono (Gémez-de-Jesus et al., 2009). Stenotrophomonas
isolada de lodo ativado de uma industria de Oleo de oliva cresceu em altas
concentragcdes de compostos fendlicos (Vivas et al., 2009).

O isolado bacteriano BLB-6 foi identificado como sendo Gram positiva,
pertencente ao filo Firmicutes, da ordem Bacilalles, da familia Staphylococaceae,
género Staphylococcus identificado como Staphylococcus cohnii (99 % de
similaridade). Cepas deste género degradaram hidrocarbonetos aromaticos como
fenantreno (Mallick & Dutta, 2008) e 2,4-diclorofenol (Ziagova et al., 2009). Nao
foram encontrados, até o momento, relatos do envolvimento desta espécie na

degradagao de compostos aromaticos. A sequéncia de nucleotideos dos genes 16
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S do rRNA foi usado para construir a arvore filogenética dos isolados

degradadores de fenol (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Relagao filogenética entre isolados bacterianos degradadores de fenol
e relacdo dos organismos baseado no gene rRNA 16 S. A escala
representa o valor da distancia evolucionaria.

3.2 Remocao de fenol pelos isolados bacterianos

A degradagdo e o crescimento da bactéria BLB-2, em diferentes
concentragbes de fenol estdo apresentados na FIGURA 3(a). Este isolado
degradou 250 mg L' de fenol em 48 h, degradando completamente 500 mg L' de
fenol apds 72 h de incubagédo. Para a concentracao inicial de 750 mg L' de fenol,

a fase de adaptacéo foi mais longa (72 h) e o isolado degradou completamente

esta concentracdo apos 144 h. Nenhum crescimento e diminuigdo da

concentracdo de fenol foi observado apds 11 dias de incubagcdo a uma

concentragdo extrema de fenol (1000 mg L), como também n&o foi observado
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crescimento ou degradagao no frasco sem adicao de inoculo, que foi utilizado

como controle para verificar se haviam perdas abidticas.
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FIGURA 3: Efeito da concentragdo de fenol no processo de degradagéo (a) e
DOs4 (b) na cultura de Microbacterium oxydans BLB-2, em MM
utilizando diferentes concentragdes de fenol como unica fonte de
carbono, incubada a 30 °C e 190 rpm.

A bactéria BLB-2 mostrou um aumento na taxa de degradacao apos

120 h de incubacdo, para a maior concentracdo testada, havendo total

desaparecimento do composto toxico apds 144 h de incubacéo. Contrariamente, o

aumento da taxa de degradagédo nédo foi sustentado a altas concentragcbes para

Alcaligenes faecalis isolada de lodo ativado, que degradou alta concentracéo

inicial de fenol (1.600 mg L"), em cultura em batelada (Hu et al., 2007).
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O isolado bacteriano BLB-2 apresentou maior tolerancia e degradagao
de fenol, em concentracbes maiores do que as apresentadas em outros trabalhos
como Pseudomonas resinovarans e Brevibacillus sp. P-6, as quais foram isoladas
de solos contaminados com pentaclorofenol e degradaram completamente a uma
concentragdo maxima de 200 e 600 mg L' de fenol em 68 e 110 h,
respectivamente (Lee & Yang, 2007) e Acinetobacter sp., isolada de lodo ativado,

que degradou 99,6 % de 500 mg L' de fenol em MM (Cai et al., 2007).
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FIGURA 4: Efeito da concentracdo de fenol no processo de degradacao (a) e
DOss (b) na cultura de Microbacterium oxydans BLB-4, em MM
utilizando diferentes concentragdes de fenol como unica fonte de
carbono, incubada a 30 °C e 190 rpm.
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O isolado BLB-4 degradou fenol mais rapidamente nas concentragdes
de 250, 500 e 750 mg L' de fenol, do que o isolado BLB-2, degradando
completamente estas concentragcbes apdés 24, 48 e 96 h de incubacéo,
respectivamente, como mostrado na FIGURA 4(a). A maior concentragao de fenol
degradada por este isolado foi de 1000 mg L' mas a taxa de degradagéo foi mais
lenta para esta concentracéo, degradando totalmente ap6s 192 h. Para 1250 mg
L', ndo foi observada degradagdo ou crescimento (dados ndo apresentados),
sendo 0 mesmo observado para o frasco onde nao foi realizada a adicdo de
in6culo, logo toda a degradacédo de fenol foi devido a atividade catabdlica da
bactéria.

Baseado no perfil de degradagéao dos dois isolados bacterianos, pode-
se constatar que a bactéria BLB-4 se adaptou melhor a maiores concentragdes de
fenol do que a bactéria BLB-2, com maior taxa de remoc¢ao de fenol do meio. A
taxa de degradacao apresentada pelo isolado BLB-4 foi estatisticamente superior
ao isolado BLB-2 (TABELA 4). O in6culo e as condigbes do meio podem definir a
presenca ou auséncia de uma fase lag e sua duragao (Hill & Robinson, 1975) e
isso poderia explicar porque o isolado BLB-4 removeu mais rapidamente a
concentracado de fenol, ja que exibiu maior turvagdo do meio, 0 que poderia ser

relacionado com o aumento da concentragao celular.
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TABELA 4: Taxa de degradagdo de fenol em mg L h™' dos isolados bacterianos
BLB-2 e BLB-4, crescendo em MM em diferentes concentragcdes de fenol, como
unica fonte de carbono.

Concentragado de fenol (mg L") Velocidade de degradagéo de fenol (mg L"h™)
Isolado BLB-2 Isolado BLB-4
250 5.625%* 11.33+0.253°*
500 6.630+0.098 9.882+0.252°B
750 5.086+0.095%¢ 6.186+0.05"°
1000 ND* 4.757+0.167°

*(ND) — ndo detectado

Média aritmética na mesma linha com a mesma letra minuscula ndo séo significativamente diferentes entre si
ao nivel de confianga de 95 % (p < 0.05). Além disso, a média aritmética na mesma coluna com a mesma
letra maiuscula ndo sao significativamente diferentes entre si, ao nivel de confianga de 95 % (p < 0.05).

Os valores da DO foram diretamente relacionados com a concentragao
de fenol acima de 750 mg L™ para os isolados BLB-2 e 1000 mg L' para BLB-4,
bem como a taxa de remogao de fenol do MM, como mostrado nas FIGURAS 3(b)
e 4(b). Com o aumento da concentragao de fenol, houve aumento da turvagao do
meio que poderia ser devido ao aumento da concentragao celular no meio, o qual
poderia ter suportado a remocéo de fenol. Diminuindo a concentracdo de fenol,
diminuiu a DO, assim como também foi observado em trabalhos anteriores, com
Nocardia hydrocarbonoxydans (Shetty et al., 2007) e Serratia sp. (Kobayashi et al.,

2007).

3.3 Mecanismo da biodegradagao de fenol

A atividade de fenol hidroxilase foi observada nas culturas dos dois
isolados degradadores de fenol testados, indicando que houve a transformagao do
fenol para catecol, como mostrado na TABELA 5. A atividade da fenol hidroxilase

nas culturas foi de 5,0 nkat para o isolado BLB-2 e 3,3 nkat para o isolado BLB-4.
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A degradacédo do catecol formado foi confirmada pela atividade da catecol 1,2
dioxigenase. O isolado BLB-2 apresentou atividade de 9.0 nkat para catecol 1,2-
dioxigenase e atividade de 21.3 nkat foi observada para o isolado BLB-4. N&o foi

observada atividade para catecol 2,3-dioxigenase em ambos isolados.

TABELA 5: Atividades das enzimas fenol hidroxilase, catecol 1,2-dioxigenase e
catecol 2,3-dioxigenase nas culturas dos dois isolados bacterianos, em MM
contendo 250 mg L™ de fenol.

Enzimas BLB -2 (nkat) BLB -4 (nkat)
Fenol hidroxilase 5.0 3.3
Catecol 1,2-dioxigenase 9.0 21.3
Catecol 2,3-dioxigenase ND* ND*

* (ND) — nao detectado

Devido a presenca da enzima catecol 1,2-dioxigenase nas culturas, foi
definido que a rota de degradacao de fenol foi pela via orto-B-cetoatipato, para
ambos isolados, com a clivagem do anel aromatico entre os dois grupos hidroxila
formando acido cis,cis-muconato, o qual pode ser metabolizado posteriormente no
ciclo de Krebs (FIGURA 5) (Schie & Yong, 2000; Nair et al.,, 2008). Estas
observacdes indicaram que os isolados estudados neste trabalho, teriam a

possibilidade de mineralizar fenol a produtos in6cuos.
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FIGURA 5: Rota metabdlica de degradagao aerdbia de fenol, pelas bactérias, pela
via orto-B-cetoatipato e mineralizagado através do ciclo do &acido
tricarboxilico (TCA). Adaptado de Nair et al., 2008.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foram isoladas 6 bactérias com tolerancia ao fenol
identificadas como dos géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Sthaphylococcus e Microbacterium oxydans, sendo que duas Microbacterium
oxydans (BLB-2 e BLB-4), tiveram a capacidade de degradagdo em concentragdes
muito altas de fenol, 750 e 1000 mg L™ respectivamente, utilizando a via orto-B-
cetoatipato, por apresentar atividade para as enzimas fenol hidroxilase e catecol
1,2-dioxigenase. Logo, estas bactérias podem ser promissoras para serem

utilizadas em processos de biorremediacao.
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CAPITULO IV

ESTUDO DAS CONDIGOES DE CULTIVO DA BACTERIA Microbacterium

oxydans

Resumo

A bactéria M. oxydans BLB-4, originalmente apresentava alta capacidade de
degradagdo de fenol mas perdeu esta condicdo devido a transferéncias
subsequentes do in6culo. Devido a isso, realizou-se o isolamento das bactérias
que ainda apresentavam capacidade de degradacdo, a partir do indculo, pela
técnica de enriquecimento, utilizando fenol como unica fonte de carbono. Apés, foi
realizado o estudo das condicbes de cultivo utilizando diferentes meios de
degradacgao, diferentes concentragdes de inéculo e pH, no intuito de estabelecer
as variaveis que mais influenciavam no processo de degradacgédo. A partir dos
resultados chegou-se a conclusdo que o ideal foi utilizar um inéculo de densidade
optica inicial de 0,31, em meio com 100 mg L™ de peptona, a fim de ndo causar
repressao catabdlica, utilizando o pH 7, que é o pH proximo ao 6timo das enzimas
que participam do processo de degradagdo. Foi constatado que a bactéria
apresentou tolerancia a 1000 mg L' de fenol, que é considerado uma alta
concentracao.

Palavras-chave: pressédo seletiva, condigdes de cultura, pH, temperatura, volume
de in6culo, peptona

Abstract

The bacterium M. oxydans BLB-4, originally showed a high capacity for
degradation of phenol but lost this due to subsequent transfers of inoculum. Based
in this, was made the isolation of bacteria that still had capacity degradation from
the inoculum by enrichment technique, using phenol as sole carbon source. Thus,
was carried out a study of culture conditions using different modes of degradation,
different inoculum concentrations and pH, to establish the variables that most
influence in the degradation process. From the results reached the conclusion that
the ideal was to use how inoculum a initial optical density of 0.31, 100 mg L™
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peptone, in order not to cause catabolic repression, using pH 7, that is the pH near
the optimum of enzymes involved in the degradation process. Was found that the
bacterium was tolerant to 1000 mg L' of phenol, which is considered a high
concentration.

Keywords: selective pressure, culture conditions, pH, temperature, volume of
inoculum, peptone

1. INTRODUGAO

Compostos fendlicos estao presentes nos efluentes de diversos tipos de
industrias como de alimentos, petroquimica, de ago, da queima da madeira, da
cura do couro, entre outros, sendo encontrado em altas concentragcbes no
ambiente, por isso € listado como um dos compostos toxicos prioritarios pela
USEPA-USA para monitoramento (U.S. Environmental Protection Agency)
(Khleifat, 2006). A eliminacédo de fenol se faz necessaria para preservar a saude
humana e o meio ambiente e, dos métodos aplicados atualmente, a utilizagdo de
micro-organismos € o mais eficiente (Wei et al., 2008).

Trabalhos anteriores sugeriram que o aumento da capacidade de
degradacgao de fenol, ou de outros compostos téxicos, poderia ser aumentado
utilizando fontes adicionais de carbono, nitrogénio, lipideo, fosfatos, prontamente
assimilaveis, mas em concentragcbes que nao causassem uma repressao
catabdlica no micro-organismo, pela dificuldade de expressar as enzimas de
degradagao (Leonard & Lindley, 1998; Loh & Wang, 1998; Lob & Tar, 2000).

Outras variaveis também foram estudadas por diversos autores como pH,
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temperatura, concentracdo celular, na tentativa de elucidar os efeitos na
velocidade de degradacao (Alva & Peyton, 2003; Juang & Tsai, 2006; Khleifat,
2006). Com isso, este trabalho teve como objetivo fazer o isolamento da bactéria
M. oxydans BLB-4, a partir do in6culo que havia perdido a capacidade de
degradativa, no intuito de encontrar células ainda ativas, pelo método de
enriquecimento, utilizando fenol como unica fonte de carbono e avaliar as
variaveis que influenciavam no crescimento, no intuito de estabelecer as

condigdes a serem utilizadas no processo de degradacéao de fenol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Bactéria

A bactéria Microbacterium oxydans AJ717356.1 (BLB-4) com alta
capacidade para degradacao de fenol foi isolada de serragem de couro,
proveniente de um curtume da regiao de estudo, pela técnica de enriquecimento,
tendo o fenol como unica fonte de carbono e energia. O isolamento foi realizado
no laboratério de Biorremediagao, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Brasil e a identificagao foi realizada na Auburn University at Montgomery, USA,

pela técnica de amplificagcao do 16 S do RNA ribossomal, por PCR.
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2.2 Isolamento da bactéria pela técnica de enriquecimento

O indculo foi preparado com a cultura estoque que havia perdido a
capacidade de degradacgao de fenol, acondicionada em tubo de ensaio com agar
nutriente inclinado, acrescido de 250 mg L' de fenol, armazenado a 4 °C. O
método utilizado para isolar bactérias com capacidade degradativa foi o da técnica
de enriquecimento. Para isso, lavou-se a rampa de agar nutriente, que continha a
bactéria, com 1 mL de meio mineral (MM), cuja composigao: KH,PO,, 400 mg L";
MgS0Q,.7H,0, 200 mg L™; NaCl, 100 mg L™; CaCl,.2H,0, 25 mg L"; MnSO,.H:0, 3
mg L"; NH;NO3.H,0, 500 mg L' e realizou-se raspagem da superficie da rampa
com alga de platina. Apds, essa aliquota de MM, que continham as células
inativadas (constatado repetindo o ensaio de degradacao, utilizando o inéculo
preparado conforme o item 2.4 do Capitulo Ill, onde as bactérias néao
apresentavam mais degradagdo em concentragbes >250 mg L), foram
transferidas para frascos erlenmeyer de 125 mL, contendo 80 mL do mesmo MM
com a concentragdo de 250 mg L de fenol, como Unica fonte de carbono e
incubou-se a 30 °C, 190 rpm durante duas semanas. Apos este tempo, foi
realizada transferéncia de uma aliquota de 1 mL para outro frasco erlenmeyer,
com a mesma composi¢ao, incubando-se durante 7 dias, a 190 rpom e 30 °C,
repetindo este procedimento por mais duas vezes. Apds, as bactérias foram
isoladas novamente em placas com agar nutriente, acrescido de 250 mg L' de

fenol, a 4 °C, as quais foram utilizadas nos ensaios posteriores.
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2.3 Determinagao da capacidade de degradacgao de fenol

O indculo bacteriano foi preparado separadamente usando a nova
cultura estoque e transferida para frasco erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
de meio nutriente com a concentragdo de 220 mg L' de fenol e incubado a 30 °C
em agitador orbital (190 rpm), por 48 h. Apds esta etapa as células foram
coletadas e lavadas 3 vezes por centrifugagcéo a 10000 rpm, 20 °C, durante 20 min
e ressuspendidas no mesmo MM. Uma aliquota de 4 mL deste indculo foi
misturado com 76 mL de MM com a concentragéo final de 250 mg L™ de fenol e
incubado em agitador orbital (190 rpm) a 30 °C, sendo Vverificada
quantitativamente a degradacado pelo método de Folin-Ciocalteu (Hoyos et al.,

2002) e a concentragao celular foi medida pela densidade éptica (DOgspo NM).

24 Efeito de diferentes condicoes de crescimento na
biodegradagao de fenol

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, utilizando os mesmos
procedimentos descritos anteriormente para obteng¢ao do indculo, verificacdo da
degradacgao de fenol e crescimento celular (item 2.3). Ensaios sem adi¢cao de
in6culo foram realizados para todos os ensaios a fim de verificar se haviam perdas

abidticas de fenol.
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2.4.1 Efeito do uso de diferentes meios de degradacgao

O efeito de diferentes substratos na degradacdo de fenol por M.
oxydans BLB-4 foi investigado utilizando seis diferentes meios de degradacéo,
conforme apresentado na TABELA 6. Estes meios foram utilizados
separadamente, a fim de avaliar o efeito destas fontes no processo de
degradagao. Apds esta etapa, foram utilizadas variagdes nas concentragdes dos
compostos do meio que mais influenciaram no processo de degradagao, para

verificar se havia repressao catabdlica, conforme apresentado na TABELA 7.

TABELA 6: Meios utilizados nos ensaios de degradagao de fenol utilizando MM
adicionado de 250 mg L' de fenol e 500 mg L' de uma fonte convencional,
prontamente assimilavel pelos micro-organismos € um meio contendo fenol como
unica fonte de carbono, incubadas a 30 °C, 190 rpm.

Meio Composi¢ao do meio
M1 500 mg L de meio Luria Bertani, 250 mg L de fenol e MM
M2 500 mg L"de meio nutriente, 250 mg L™ de fenol e MM
M3 500 mg L' de peptona, 250 mg L' de fenol e MM
M4 500 mg L' de glicose, 250 mg L' de fenol e MM
M5 500 mg L' de glicerol, 250 mg L' de fenol e MM
M6 250 mg L' de fenol e MM

TABELA 7: Variagao da concentragcao de peptona no meio que mais influenciou no
processo de degradagao, incubado a 30 °C e 190 rpm.

Meio Composicao do meio
M3 500 mg L"de peptona, 250 mg L' de fenol e MM
M7 100 mg L' de peptona, 250 mg L' de fenol e MM

M8 1000 mg L' de peptona, 250 mg L' de fenol e MM
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2.4.2 Efeito do tamanho do inéculo

Para avaliar se a concentracao inicial do inéculo influenciava no tempo
de degradacao de fenol foram testadas trés concentragdes diferentes de células,
as quais foram obtidas utilizando-se diferentes diluicbes apdés o processo de
centrifugacéao, diluindo o pellet de células de 25 mL em 5, 10 e 15 mL de MM,
adicionando 4 mL dessa diluicdo ao meio de degradacdo. Neste ensaio foram
utilizados o0 mesmo MM com 250 mg L de fenol, acrescido de outra fonte de

carbono, o qual foi determinado no ensaio anterior.

2.4.3 Efeito do pH na degradacao de fenol

Diferentes pHs (4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0) no meio de degradacéo,
foram utilizados para testar os efeitos dessa variagdo na capacidade degradativa
da bactéria M. oxydans BLB-4. Para isso foram utilizados MM com a concentragao
de 250 mg L' de fenol, com adicdo de uma fonte convencional de carbono e
tamanho de indculo, estabelecidos pelos ensaios anteriores. Os diferentes pHs
foram obtidos acidificando o meio com solugdo de acido citrico 0,1 M e

alcalinizando com solugcdo de NaOH 0,1 M.

2.5 Biodegradagao de diferentes concentragoes de fenol
A tolerancia ao fenol e remocado deste contaminante foram avaliados

usando o novo indculo bacteriano em MM, com a concentragdo de 250 mg L' de



52

fenol e, as outras variaveis determinadas nos ensaios anteriores como, presenca
de outra fonte de carbono, tamanho do in6culo e pH. Foram testadas
concentragdes crescentes de fenol como (330, 425, 500, 770, 910 e 1000 mg L™)
para a bactéria BLB-4, com as condicbes de incubagao descritas anteriormente

até total desaparecimento do fenol do meio ou estabilizacdo da concentracio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento de bactérias com capacidade de degradagao

A bactéria utilizada neste trabalho apresentava em estudos anteriores,
alta capacidade de degradacao de fenol, como unica fonte de carbono e energia
em MM, tolerando e degradando totalmente a concentragido de 1000 mg L' em 11
dias de cultivo. Foi constatado também que este micro-organismo utilizava a via
de degradagido orto-B-cetoatipato, devido a presenga das enzimas fenol
hidroxilase e catecol 1,2-dioxigenase (Capitulo IlI).

Com as transferéncias consecutivas do in6culo no decorrer do trabalho,
a bactéria perdeu a capacidade degradativa. Devido a isso, a estratégia adotada
para tentar isolar bactérias que ainda apresentavam capacidade de degradacao
de fenol, a partir do inéculo, foi utilizar a técnica de enriquecimento, com fenol

como unica fonte de carbono.
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FIGURA 6: Degradacao de fenol e medida da ODsw, da bactéria M. oxydans
BLB-4 apds isolamento das bactérias, a partir do indculo que tinha
perdido a capacidade degradativa, por técnica de enriquecimento
utilizando fenol como unica fonte de energia em MM, incubado a 30
°C e 190 rpm.

A fim de avaliar se as bactérias que foram isoladas apresentavam
capacidade de degradacéao de fenol, realizou-se um ensaio de degradagao em MM
com a concentragdo de 220 mg L' de fenol. Foi verificado que a bactéria M.
oxydans BLB-4 foi capaz de reduzir em 60 % a concentragéao inicial de fenol, em
13 dias de incubagao (FIGURA 6). No entanto, esta bactéria degradava a mesma
concentracdo de fenol em apenas 24 h, antes de ocorrer a perda da capacidade
catabdlica. Constatou-se, a partir destes resultados, que a técnica para isolamento

de bactérias com capacidade de degradacgao de fenol foi eficiente, ja que o micro-

organismo voltou a degradar e tolerar esta concentragao de fenol, pois a produgao
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de qualquer massa celular neste experimento foi fungcdo do consumo do composto
aromatico, conforme demonstrado similarmente por Khleifat (2006), j4 que nao
houve nenhuma redug¢do da concentragao de fenol no frasco controle, sem adicao

de indculo.

3.2 Efeito do uso de diferentes meios de degradacgao

Conforme apresentado na FIGURA 7(a), o meio M5 foi o que menos
influenciou no aumento da DOsw, com redugédo em torno de 12 % da concentragao
inicial de fenol, em 6 dias de incubacgéo provavelmente pela presenga do glicerol.
Para o mesmo tempo de ensaio foi verificado que o meio M4 reduziu apenas 8,4
% da concentracao inicial de fenol, pela presenca de glicose. Ja para os outros
meios testados foi observado que o meio M3 favoreceu a reducéo de cerca de 90
% da concentragao inicial de fenol em 7 dias de incubagao, provavelmente pela
influencia da presenca de peptona. Na presenca de LB no meio M1, houve a
reducao de 11,32 % de fenol e cerca de 6,7 % de degradagdao no meio M2, pela
presenca de meio nutriente, no mesmo intervalo de tempo de incubacdo. Com
isso, constatou-se que a peptona foi a que mais favoreceu a degradagéo do fenol,
uma vez que reduziu o tempo de degradagao de 13 para 7 dias, comparado ao
ensaio onde néo foi utilizada nenhuma outra fonte de carbono, utilizando o meio

M6, aumentando a taxa de degradacdo de 60 % para 90 %. Os controles



55

utilizados no ensaio, sem adi¢cao do in6culo, comprovaram que todo o aumento da

DO e degradacéo de fenol foi devido ao metabolismo da bactéria.
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FIGURA 7: Efeito do uso de diferentes meios na degradacgao de fenol (a) e medida
da DOgo nm (b), utilizando a bactéria M. oxydans BLB-4, incubado a
30 °C e 190 rpm. M1: 500 mg L' de meio Luria Bertani, 250 mg L' de
fenol em MM; M2: 500 mg L' de meio nutriente, 250 mg L de fenol
em MM; M3: 500 mg L de peptona, 250 mg L' de fenol em MM; M4:
500 mg L' de glicose, 250 mg L' de fenol em MM; M5: 500 mg L' de
glicerol, 250 mg L' de fenol em MM; M6: 250 mg L' de fenol em MM.
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Os meios que mais influenciaram no aumento da DOso (FIGURA 7(b))
foram o meio M1, M2 e M4, mas nao foi verificada diferenga entre a capacidade de
remocao de fenol entre esses meios, constatando-se ainda, que nao influenciavam
positivamente no processo de degradacgao. Verificou-se um aumento da DO e da
degradagao de fenol na maioria dos meios utilizados (TABELA 8). A taxa de
degradagao de fenol foi calculada pela média da taxa de degradagéo por 24 h,
pois neste periodo de tempo muitas células ndo apresentaram uma maior taxa de
degradacao e nao houve um tempo correspondente para todos os experimentos
realizados. Este método foi sugerido por Loh & Wang (1998) e posteriormente
utilizado por Kleifat (2006), a fim de evitar os erros de interpretacédo causados por
diferentes comprimentos das fases lag e pela dificuldade em determinar o tempo

necessario para atingir a degradagao completa ou sua estabilizagao.

TABELA 8: Influencia do uso de diferentes meios na degradagao de fenol por M.
oxydans BLB-4, incubada a 30 °C, 190 rpm.

Meios Taxa de degradacdo (mg L' h'') DOsoo NM
M1 0,460+0,42 0,669+0,02
M2 1,161+0,14 0,965+0,36
M3 1,505+0,46 0,301+0,01
M4 0,214+0,08 0,285+0,05
M5 0,306+0,20 0,067+0,003
M6 0,705+0,31 0,07+0,01

Os valores sdo a média de trés medidas individuais + desvio padrdo. A DOsp para 0 mesmo
crescimento celular, em cada meio correspondente foi realizada em 96 h, as quais também foram
calculadas pela média de trés experimentos independentes.

Observando o valor da DO obtida para os diferentes ensaios, como

apresentado na Tabela 9, constatou-se que houve repressdo da degradagao na
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presenca de nutriente, glicerol e glicose, nos meios de degradagao. No entanto,
quando foi utilizado glicerol no meio se verificou uma drastica redugao da DO,
podendo ser um resultado de represséo catabdlica. Por outro lado, a glicose e o
meio nutriente apresentaram taxa de degradagao ainda menor, mas com uma DO
maior, verificando-se também wuma repressdao catabdlica. Este mesmo
comportamento foi apresentado por Ewingela americana na presenga de frutose
(Khleifat, 2006). O mesmo ocorreu no trabalho de Papanastasiou & Maier (1982),
quando se realizou a degradacao de 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) na presenca
de glicose, onde foi verificado que houve uma inibi¢ao reciproca da degradacgao e
que o aumento da biomassa deu a falsa impressao de tolerancia ao efeito toxico
do 2,4-D.

Em outro trabalho, onde se realizou a degradagédo de 750 mg L' de
fenol por Pseudomonas putida, observou-se que a adigdo de 1 g L™ de glicose
favorecia o crescimento celular, mas que a degradagdo de fenol era muito
pequena (cerca de 13 %) e acima desta concentragado havia uma reducao ainda
maior na taxa de degradacéo, inferior ao meio que continha somente fenol como
fonte de carbono. Observou-se ainda que este comportamento foi diferente do que
ocorreu quando foi adicionado extrato de levedura ao meio, mostrando mais uma
vez a repressao catabdlica causada pela glicose (Lob & Tar, 2000), sendo esta
repressao também citada em outros trabalhos, no mesmo periodo (Bastos et al.,

2000).
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Existem outros relatos na literatura de que o uso de extrato de levedura
e caseina em MM diminuiram a degradacédo de fenol devido ao fato que esses
substratos mobilizaram carbono intracelular, nitrogénio e outras fontes de energia,
com maior facilidade do que o contaminante, as quais teriam uma vantagem
seletiva (khleifat, 2006). Os resultados demonstraram claramente que esses
substratos devem ser utilizados em concentragcdes especificas para nao
reprimirem a expressdo da enzima fenol hidroxilase (Leornard & Lindley, 1998),
que participa da primeira etapa de degradacao do fenol (Sala-Trepat & Evans,
1971).

O fato da capacidade degradativa da M. oxydans BLB-4, estudada no
presente trabalho, ndo ser inibida pela presenca das fontes convencionais
testadas indicou a possibilidade desta ser usada em meios complexos, como no
tratamento de efluentes e solos impactados (Khleifat, 2006), j&4 que as substancias
humicas encontradas no solo sdo normalmente misturas de lipideos, proteinas e
carboidratos oriundos de micro-organismos e plantas (Burdon, 2001).

O uso dos meios M3, M7 e M8 na degradagdo de fenol estdo
apresentados na FIGURA 8. Pode-se observar que a presenga de 100 mg L' de
peptona no meio favoreceu um aumento da velocidade da degradagao, havendo o
consumo de 99 % da concentracao inicial de fenol em 5 dias de incubacéo,
diminuindo em um dia, o tempo de degradacdo apresentado anteriormente,

mesmo tendo apresentado uma menor DO, igual a 0,2. Toda a redugéo de fenol
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neste ensaio foi devido ao metabolismo da bactéria, pois ndo houve reducao da

concentracao no frasco controle sem adicao de inéculo.
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FIGURA 8: Efeito dos diferentes meios com concentragdes diferentes de peptona
(M3: 100 mg L de peptona, 250 mg L™ de fenol em MM; M7: 500 mg
L' de peptona, 250 mg L' de fenol em MM; M8: 1000 mg L' de
peptona, 250 mg L' de fenol em MM ) na degradacgao de fenol, por M.
oxydans BLB-4, a 30 °C e 190 rpm.
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Para os meios que utilizaram concentragées maiores de peptona (500 e
1000 mg L") foi verificada uma remogéo de cerca de 94 % da concentrag&o inicial
de fenol em 6 dias de incubacdo, com uma DOgsyp em torno de 0,3 para ambas,
mostrando que a presenca de peptona diminui o tempo de degradagao, mas que a
reducdo da concentragdo de peptona favoreceu ainda mais a degradacao de
fenol. Na menor concentragcdo de peptona testada, ndo houve competicao pela
preferéncia de consumo de energia pela bactéria, ao contrario do que foi
verificando nas concentragdes maiores de peptona (>500 mg L), que
favoreceram o aumento da DO, levando a uma falsa condigcdo de tolerancia ao
contaminante, indicando que nesta faixa de concentracao poderia estar ocorrendo

uma certa repressao catabdlica.

3.3 Influéncia do tamanho inicial do inéculo no meio de
degradagao

O efeito da concentracdo inicial do indculo sobre a velocidade de
degradagao de fenol foi avaliada para determinar se haveria redug¢ao do tempo de
adaptacao das células, com aumento da densidade celular e se isso influenciaria
na reducao do tempo de degradacgéo (FIGURA 9).

Foi verificado que a DOgy de 0,48 e 0,31, obtidas a partir da diluicao
dos 25 mL de in6culo com 5 e 10 mL de MM, proporcionaram uma degradagao de

todo o conteudo de fenol em 5 dias, quando comparado ao ensaio que utilizou a
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DOesqo inicial de 0,22, obtido com a diluigdo de 15 mL, que removeu cerca 90 % da
concentracao inicial de fenol em 5 dias. Foi observado também que para as
maiores concentragdes celulares, houve uma redugao da DOgo nas primeiras 24 h
de ensaio. Entretanto, estas DOs n&o alcancaram o valor da menor concentragao
celular, que permaneceu praticamente constante neste periodo de tempo, sendo
provavelmente este o motivo para que as duas maiores concentragcdoes
alcangcassem mais rapidamente a degradacado total do contaminante. Estes
resultados mostraram que a concentracio inicial de células teve influéncia na
aceleracédo da degradacao nas primeiras horas de cultivo, quando as células
estavam se adaptando a toxicidade do novo meio, mas ndo teve influéncia na

diminuicdo do tempo de degradacgéo, com relagao ao ensaio anterior (item 3.3).
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FIGURA 9: Efeito das diferentes concentragdes iniciais de indculo (DO inicial de
0,26, 0,31 e 0,48 obtidos a partir da diluigdo de 25 mL de inéculo em
15, 10 e 5 mL de MM, respectivamente), na degradacao de fenol por
M. oxydans BLB-4, e medida da DOgy nm, em meio M7 (500 mg L
de peptona, 250 mg L de fenol em MM), incubado a 30 °C e 190 rpm.
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Para os estudos posteriores foi escolhida a concentracdo celular
intermediaria de 0,31, visando economia de indculo, uma vez que nao houve
diferenca dos resultados obtidos para a maior concentracao celular testada. Estes
resultados estdo de acordo com os de Khleifat (2006), onde também foi verificado
que o tamanho inicial do inéculo ndo afetou o tempo de degradacéo. No entanto o
uso simultdneo de uma fonte convencional de energia e de uma concentragao
celular suficiente para degradagao de fenol podia inibir eficientemente os efeitos
toxicos do contaminante, como também ocorreu no trabalho de Loh & Wang
(1998). Foi observado nestes ensaios que nao houve aumento da DO nos frascos
onde nao foram utilizados adicdo de in6culo, bem como nao houve diminuicdo da
concentracao inicial de fenol, ficando comprovado que o aumento da DO foi

devido ao metabolismo bacteriano e que ndo houveram perdas abidticas.

3.4 Influencia do pH na degradagéao de fenol

Diferentes pHs no meio de crescimento foram utilizados com o objetivo
de avaliar a influéncia do pH sobre a capacidade de degradagao de fenol (FIGURA
10), quando utilizado 100 mg L™ de peptona e tamanho de indculo inicial de 0,31
em MM. O pH que mais influenciou no processo de degradacgao foi o pH 7,0, pois
reduziu o tempo de degradagdo de 5 para 2 dias, removendo totalmente o
contaminante do meio, favorecendo também um crescimento celular mais rapido,

apresentando uma maior DOgq (cerca de 0,5).
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FIGURA 10: Efeito dos diferentes pHs no meio e medida da DOgqo, Na degradagao
de fenol por M. oxydans BLB-4, utilizando o meio M7 (500 mg L' de
peptona, 250 mg L' de fenol em MM), com concentragdo inicial do
in6culo de 0,31, incubado a 30 °C e 190 rpm.

A bactéria apresentou crescimento em todos os pHs testados, mas os
pHs 8,0 e 9,0 influenciaram na diminuigdo do tempo de degradacéao, reduzindo em
90 e 83 % respectivamente a concentracao inicial de fenol, em 4 dias de
incubacao e estes pHs proporcionaram um aumento da concentragcdo celular,

apresentando uma DOgy em torno de 1,1 em ambos os ensaios. Estes valores de

DOsoo Nd0 sao resultantes apenas do crescimento celular no meio de degradacao,
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pois houve turvagdo do meio, mostrando que algum composto quimico presente
no meio complexou com os produtos da reacido formados, apresentando coloracao
marrom ao longo do tempo de incubagao. No pH 4,0 observou-se a remogao de
50% da concentragéo inicial de fenol em 4 dias de incubagao e nos pHs 5,0 e 6,0
houve degradacao de 14 e 22 % da concentragao inicial, no mesmo tempo de
incubacao. O pH 5,0 foi o que menos influenciou no crescimento celular (cerca de
0,3 unidades de DOs), provavelmente devido a proximidade do ponto isoelétrico
da enzima catecol 1,2-dioxigenase (Briganti et al., 1997). Nao foi observada
aumento da DO para os frascos controle sem adi¢cdo de indculo, ficando evidente
que toda turvacdo no meio foi devido ao metabolismos da bactéria, ndo havendo
perdas abidticas de fenol, pois a concentracao inicial permaneceu constante.
Testes enzimaticos realizados com a bactéria M. oxydans BLB-4,
utilizada neste trabalho (Capitulo V, item 3.1), evidenciaram também que a enzima
fenol hidroxilase ficava totalmente inativa na faixa de 4,5 a 5,0, devendo ser nesta
faixa o ponto isoelétrico desta enzima. A pH 7,0 verificou-se o 6timo para a
atividade desta enzima, que é chave para a degradagao aerébia do fenol pelos
micro-organismos. Estes resultados s&o coerentes com os encontrados em outros
trabalhos, como para a bactéria E. americana onde o pH 7,5 foi o que mais
favoreceu a degradacao de fenol, tendo o autor definido que o pH 6timo das
enzimas que participam da degradagcdo de fenol deveriam estar em torno do

mesmo pH (Kleifat, 2006). Ja para Klebsciella oxytoca o pH que mais influenciou
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foi 6,8 (Shawabkeh et al., 2007). Outro trabalho relatou que Halomonas
campisales degradou fenol numa faixa de pH de 8,0 a 11,0, tendo o pH 8,0
favorecido a diminuicdo do tempo de degradacéao (Alva & Peyton, 2003).

Estes resultados demonstram que o pH do meio de degradacéo deve
ser o pH 6timo das enzimas que participam do processo de degradagédo. No
entanto, em um processo de bioaumentagao de um solo contaminado, a faixa de
pH poderia variar muito (de 3,7 a 8,3) em um mesmo tipo de solo e isto deve ser
levado em consideragao ao estabelecer a estratégia de biorremediacdo. Os pHs
mais acidos implicam em diversos problemas como o aumento da disponibilidade
de aluminio (Pietri & Brookes, 2008) e apresentar valores abaixo da faixa 6tima de
atuacao dessas enzimas. Nestes casos, o indicado seria fazer a correcdo do solo
para possibilitar o uso dos isolados identificados neste trabalho em pHs até
proximo de 6,5, para evitar a indisponibilidade dos nutrientes do solo. Até o
momento nao foi constatado na literatura a avaliacdo das condicdes de cultivo

para degradacao de fenol pela bactéria M. oxydans.

3.5 Biodegradagao de diferentes concentragoes de fenol

A bactéria M. oxydans BLB-4 foi capaz de degradar cerca de 95% da
concentragdo inicial de fenol na faixa de 330 a 910 mg L' (FIGURA 11). Foi
observado que a partir da concentragdo de 500 mg L' a bactéria apresentou

melhor capacidade de adaptacdo ao meio para as maiores concentracées, onde
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500 mg L' e 910 mg L™ de fenol foram degradados mais rapidamente do que 425
mg L e 770 mg L. Para a concentragdo de 1000 mg L™ a bactéria foi capaz de
degradar somente 26% da concentragéo inicial, havendo uma estabilizagdo da
leitura a partir do tempo de 168 h. Este resultado mostrou que a bactéria resistiu a
toxicidade desta concentracdo, embora nao foi capaz de degradar totalmente, no
mesmo tempo que a bactéria levava para degradar totalmente esta mesma
concentracéo, antes de perder a capacidade degradativa (11 dias) (Capitulo lll,

item 3.2).
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FIGURA 11: Degradagao de diferentes concentragdes iniciais de fenol pela
bactéria M. oxydans BLB-4, usando o meio M7 (500 mg L' de
peptona, 250 mg L de fenol em MM), DOs inicial de 0,31 e pH 7.
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A partir destes resultados ficou demonstrado que o método utilizado
para isolamento do in6culo de uma bactéria que ainda possuisse capacidade
degradativa, isolou uma bactéria que apresentava a mesma tolerancia ao fenol,
uma vez que esta foi capaz de sobreviver na mesma faixa de concentracido de
fenol que tolerava antes de haver apresentar perda da capacidade degradativa.
Ficou evidente que toda diminuicdo da concentracdo de fenol nos diferentes
experimentos foi devido a utilizacdo do fenol pela bactéria, ja que ndo houve
diminuicdo da concentracao inicial de fenol nos frascos controle, sem adicdo do
indculo.

Em outro trabalho, Alcaligenes faecalis isolada de lodo ativado fendlico
foi capaz de degradar até uma concentragido de 1600 mg L' de fenol, em cultura
em batelada (HU et al., 2007). Outras duas cepas de Pseudomonas pseudomallei
e Pseudomonas aeruginosa, isoladas em um efluente de uma industria
farmacéutica no Paquistdo, foram capazes de degradar fenol até a concentragao
de 1500 mg L' e 2600 mg L' respectivamente, ambas em 7 dias de incubagéo
(Afzal et al., 2007), no entanto, a maioria das bactérias estudadas tolera uma
concentragdo de 1000 mg L™ (Jiang et al., 2007), o que mostra que a bactéria
utilizada no presente trabalho, ainda apresenta um grande potencial de

degradagao de fenol a ser explorado.



68

4. CONCLUSAO

No presente trabalho foi realizado isolamento de uma bactéria com
capacidade de degradacao de fenol, a partir do inéculo que tinha perdido tal
habilidade. Pelo que se tem conhecimento este foi o primeiro relato do estudo das
condi¢gbes de cultivo para degradacao de fenol pela bactéria M. oxydans BLB-4.
Foi constatado que os melhores parametros a serem utilizados foi realizar a
suplementagédo do MM com 100 mg L™ de peptona, que favorecia um aumento da
taxa de remocgao de fenol, ndo causando repressao catabdlica, associada a uma
concentragao celular inicial suficiente para degradagao de fenol (diluir 25 mL de
in6culo em 10 mL de MM), no pH 7. Foi também constatado que a bactéria voltou
a degradar na mesma faixa de concentragdo que degradava anteriormente (até
1000 mg L™), antes de perder a capacidade degradativa, embora utilizando maior

tempo para a utilizagao deste contaminante.
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CAPITULO V

CARACTERIZAGAO DAS PROPRIEDADES DAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NA
BIODEGRADAGAO DE FENOL PRODUZIDAS PELAS BACTERIAS

Microbacterium oxydans BLB-2 E BLB-4

Resumo

Os compostos fendlicos s&o toxicos para a maioria dos micro-organismos,
dificultando seu uso em processos de biorremediacdo, fazendo com que a
utilizagdo de enzimas torne-se uma boa alternativa para degradagao destes
contaminantes. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar as propriedades
cataliticas das enzimas fenol hidroxilase (PHO) e catecol 1,2 dioxigenase (C
1,2D), produzidas por Microbacterium oxydans BLB-2 e BLB-4. Para isso foram
testados diferentes faixas de pH (4,5 a 9,0), temperatura (10 a 110 °C), tempo de
reacao (10 a 120 min), a presenca de diferentes metais no meio de reacgdo, bem
como determinada a constante de Michaelis-Menten e a energia de ativagao pela
lei de Arrhenius.

Palavras-chave: atividade enzimatica, termoestabilidade, biorremediacéo, fenol
hidroxilase, catecol 1,2-dioxigenase.

Abstract

Phenolic compounds are toxic to most microorganisms, making their use in
bioremediation process, so that the use of enzymes has become a good alternative
to degradation of these contaminants. The objective of this study was to
characterize the catalytic properties of enzymes phenol hydroxylase (PHO) and
catechol 1,2-dioxygenase (C 1,2D), produced by Microbacterium oxydans BLB-2
and BLB-4. For that tested different pH ranges (4.5 to 9.0), temperature (10 to 110
°C), reaction time (10 to 120 min), the presence of different metals in the reaction,
as well as the Michaelis - Menten and the activation energy by Arrhenius law. It
was observed that the enzymes produced by BLB-2 did not have good stability as
a function of reaction time. All enzymes were active in a wide range of pH and
resist the high temperatures. It was also observed that some of the metal ions
tested completely inhibited the catalytic action of enzymes, making it difficult to use
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freely in the environment. It was observed that the values of the Michaelis-Menten
and the activation energy were not in complete agreement with other authors.
Thus, we conclude that all the enzymes presented here could be used in
wastewater treatment.

Key-words: enzymatic activity, thermostability, bioremediation, phenol
hydroxylase, catechol 1,2-dioxygenase

1. INTRODUGAO

Os compostos fendlicos sao provenientes de fontes naturais e
antropogénicas, sendo essas Uultimas as mais preocupantes. Grandes
concentracbes destes contaminantes sao sintetizadas por diversos tipos de
industrias, como de alimentos, téxtil, de aco, quimica, petroquimica, de papel, do
curtimento do couro, entre outros. O fenol pode causar sérios riscos a saude
humana, podendo afetar também a flora e a fauna. A sintese desses compostos
toxicos por processos industriais representam, portanto, um sério risco para o
ambiente, sendo de muito interesse o conhecimento das reacdes enzimaticas
envolvidas na degradagéo e descontaminagcdo dos ambientes impactados (Enroth
et al., 1988).

Baixas concentracdes de fendis sao toxicas para a maioria dos micro-
organismos (Léonard & Lindley, 1999), principalmente aos ndo adaptados, por
ocorrer sensibilizagdo da membrana citoplasmatica, tendo agravamento desse
efeito com o aumento da concentragdo deste composto (Komarkova et al., 2003).

Quando ha uma alta concentragdao do contaminante no ambiente, os micro-
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organismos nao sao eficientes para remové-los, pois sofrem com a toxicidade do
composto, sendo inativados. No entanto, muitos micro-organismos tém
capacidade de degradar compostos aromaticos e quando utilizados em processos
de degradacdo, normalmente levam a mineralizagdo total do contaminante
(Pradhan & Ingle, 2007), mas apresentam limitagbes quanto a concentragdo do
composto téxico.

Devido a isso, os processos de biorremediagdo que utilizam enzimas
vem ganhando espaco, devido a diversas vantagens, como a possibilidade de
serem utilizadas em materiais recalcitrantes, em diversas concentragcbes do
contaminante, numa grande faixa de pH e temperatura, eliminando a necessidade
de aclimatagao da biomassa, com uma maior facilidade de controle do processo
(Duran & Esposito, 2001).

A via aerdbia da biodegradagdo de fenol pelos micro-organismos,
ocorre inicialmente pela conversao desse composto a um catecol correspondente,
pela acdo de uma fenol hidroxilase (PHO). O catecol formado pode ser
metabolizado por duas vias, através da acdo de enzimas dioxigenases. Estas
enzimas tém a capacidade de converter compostos aromaticos em intermediarios,
no entanto, a bactéria Microbacterium oxydans sintetiza apenas a enzima intradiol,
a catecol 1,2-dioxigenase (C 1,2D), a qual metaboliza o catecol pela via orto,
formando do acido cis,cis-muconato que pode ser metabolizado ao ciclo de Krebs

(Cai et al., 2007; Gurujeyalakshmi & Oriel, 1988; Sala-Trepat & Evans, 1971; Schie
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& Young, 2000, Vetting & Ohlendorf, 2000). Com isso, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar as condicbes de uso das enzimas PHO e C 1,2D,
expressadas pelas bactérias M. oxydans BLB-2 e BLB-4, com o intuito de fornecer

subsidios para viabilizar seu uso em processos de biorremediagao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados no presente trabalho foram as bactérias
Microbacterium oxydans EU373400.1 (BLB-2) e Microbacterium oxydans
AJ717356.1 (BLB-4), isoladas de serragem de couro, provenientes de um curtume
da regido de estudo, por técnica de enriquecimento, tendo o fenol como Unica
fonte de carbono e energia e apds ser restabelecida sua capacidade degradativa
por pressdao seletiva. Este isolamento foi realizado no laboratério de
Biorremediacdo, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil e a
identificacao foi realizada na Auburn University at Montgomery, USA, pela técnica

de amplificagdo do 16 S ribossomal RNA, por PCR.

2.2 Enzimas
Foram realizados o cultivo das bactérias M. oxydans BLB-2 e BLB-4 em

meio nutritivo, adicionado de 250 mg L™ de fenol, em agitador orbital & 190 rpm, 30
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°C, durante 48 h. As enzimas PHO e C 1,2-D, foram obtidas pelo rompimento
celular. Para isso as células foram separadas do meio de cultivo por centrifugagéo
e lavadas duas vezes com tampéo fosfato pH 7,0 gelado e ressuspendidas no
mesmo tampao. A escolha do tampao e de sua concentracido molar foi de acordo
com o ensaio que estava sendo realizado, 10 mM para PHO e 50 mM para C 1,2-
D sendo que a faixa de pH determinava o tipo de tampao escolhido (tampdes
acetato (4,0 a 6,0), fosfato (6,5 a 7,0) e Tris-HCI (7,5 a 9,0)). As células foram
rompidas com um sonicador (550 Sonic Dismembranator, Fischer Scientific,
Pittsburgh, PA.), sendo aplicado seis vezes, com pulsos de 30 s a 70 W cada. Os
sonicados foram centrifugados a 10000 rpm a 4 °C, durante 15 min, de acordo
com Alexievaa et al. (2004). O extrato enzimatico cru foi centrifugado (5000 rpm, a

5°C, por 15 min), para obtengao do extrato celular.

2.3 Ensaios enzimaticos

A atividade da enzima PHO foi determinada pela diminuicdo da
absorbancia a 340 nm pela oxidacdo do NADPH e formacdo de catecol
correspondente (Jones et al., 1995), preparando o substrato em tampao fosfato 10
mM (pH 7,0). Os 3 mL da mistura da reagao para esta enzima continham fenol 0,1
mM, EDTA 1,33 mM, tampéao fosfato 10 mM e extrato cru. A atividade da enzima C
1,2D foi determinada pelo monitoramento do aumento da absorbancia pela

formagdo do acido cis,cis-muconato a 260 nm (Varga & Neujahar, 1970). O
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substrato para esse ensaio foi preparado em tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0). A
mistura da reacao continha 3 mL de 0,5 mM de catecol, mercaptoetanol 0,15 mM,
tampao Tris-HClI 50 mM e extrato cru. Ambos os ensaios foram realizados
utilizando o espectrofotdmetro Bioespectro SP-220. Os ensaios foram realizados a
30 °C, de forma estatica. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima requerida para catalisar a formacao de 1 mM de catecol ou
cis,cis-muconato, por min. A atividade especifica foi calculada como unidade
enzimatica por mg de proteina. A concentragdo de proteina foi determinada pelo
método de Bradford, usando Serum Albumina Bovina como padrdo (Bradford,

1976).

2.4 Tempo de reacgao, efeito do pH e estabilidade térmica

Os ensaios para determinar o tempo 6timo e a estabilidade da atividade
enzimatica em funcao do tempo de reagao foram realizados durante 120 min, a 30
°C, em intervalos de 10 min. Os ensaios de atividade enzimatica em funcao do pH,
foram realizados numa faixa de pH de 4,0-9,0, usando tampdes na concentracao
de 10 mM para os ensaios da PHO e 50 mM para os da C 1,2D, utilizando os
tampbes acetato (4,0 a 6,0), fosfato (6,5 a 7,0) e Tris-HCI (7,5 a 9,0), na
concentracdo molar requerida para cada ensaio. A estabilidade térmica das
enzimas foi avaliada, utilizando-se diferentes temperaturas (10 — 110 °C), e a

atividade enzimatica determinada apds 30 min de reagao.
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2.5 Influéncia de ions metalicos no meio de reagao

Os efeitos da presenca de ions metalicos no meio de reacao da PHO e
C 1,2D foram determinados utilizando tampdes adequados aos ensaios das
enzimas estudadas, contendo sulfato de cobre, cloreto de magnésio, cloreto de
mercurio, cloreto de manganés, acetato de potassio, cloreto de ferro nas
concentracbes de 1 mM e cloreto de mercurio e sulfato de amoénio, nas

concentracdes de 10 mM.

2.6 Cinética enzimatica e energia de ativagao

Os parametros cinéticos de Michaelis-Menten (1913) das enzimas PHO
e C 1,2D foram determinadas usando diferentes concentragdes iniciais de fenol
(150 a 0,5 mM) e catecol (100 a 0,5 mM) para a bactéria BLB-2 e as
concentragdes iniciais de fenol de (150 a 0,1 mM) e de catecol de (50 a 0,1 mM)
para a bactéria BLB-4. Estes parametros foram calculados utilizando um
Lineweaver Burk plot, com o Software SigmaPlot 10.0. Para o célculo da energia
de ativacgao, foi utilizado a Lei de Arrhenius. Todas as reacgdes realizadas para a

mesma enzima utilizaram o mesmo extrato enzimatico cru.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tempo de reacao, efeito do pH na atividade enzimatica e
estabilidade térmica
Os resultados dos ensaios que determinaram o melhor tempo de reacéo
para as enzimas PHO e C 1,2D, para ambas as bactérias, sdo apresentados na
FIGURA 12. Péde-se observar que para a bactéria M. oxydans BLB-2 o melhor
tempo de reacdo para a enzima PHO foi de 10 min, apresentando atividade
especifica de 0,3411 U mg™. Apos esse tempo a atividade enzimatica decresceu
gradativamente até cerca de 5 % da atividade inicial, aos 120 min de ensaio. Para
a enzima C 1,2D, foi observado um pico de atividade enzimatica entre os tempos
de 20 e 30 min (0,1460 U mg’), sendo observado apos esse tempo um
decréscimo gradativo na atividade desta enzima. Esses resultados mostram que
ambas enzimas produzidas por esta bactéria alcangam rapidamente o pico de
maxima atividade, mas que ndo permaneceram estaveis por muito tempo, nas
condigbes em que foram testadas ou sdo degradadas por proteinases que podem
estar sendo produzidas pela prépria bactéria.
Os ensaios da estabilidade das enzimas produzidas pela bactéria M.
oxydans BLB-4 em fungdo do tempo mostraram que em 10 min de reagdo a
enzima PHO ja apresentou 87 % da maxima atividade enzimatica obtida neste

ensaio. A maior atividade encontrada para esta enzima foi no tempo de 70 min de
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reagdo (0,0033 U mg™'), mantendo-se mais ou menos constante apds esse tempo.
A enzima C 1,2D teve sua atividade enzimatica aumentada em funcao do tempo

de reacéo, tendo o pico da atividade maxima aos 110-120 min de ensaio (0,1514

U mg™).
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FIGURA 12: Efeito do tempo de reacao na atividade das enzimas PHO a 30 °C pH
7,0e C1,2D a 30 °C, pH 8,0, produzidas pelas bactérias M. oxydans

BLB-2 e BLB-4.
A partir destes resultados foi possivel observar, que ambas enzimas
produzidas pela bactéria BLB-4 apresentaram boa estabilidade a 30 °C, por um
tempo de 2 h de ensaio, mostrando-se superiores as enzimas produzidas pela

bactéria BLB-2 em termos de estabilidade, no entanto a PHO produzida pela

bactéria BLB-2 apresentou atividade enzimatica especifica bastante superior a
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apresentada pela mesma enzima produzida pela bactéria BLB-4. A atividade da C
1,2D expressada por ambas bactérias praticamente n&do apresentou variagado na
atividade especifica para estes ensaios. Ha relatos que a C 1,2D produzida por
Pseudomonas aeruginosa ficou estavel, mesmo ap6s 60 min de incubagéo, na
temperatura de 40 °C, pH 7.0 (Wang et al., 2006), mostrando boa estabilidade em

funcao do tempo, semelhante ao apresentado neste estudo pela bactéria BLB-4.
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FIGURA 13: Efeito do pH na atividade das enzimas PHO a 30 °C, pH 7,0 apds 30
min de reacdo e C 1,2D a 30 °C, pH 8,0 apés 30 min de reacéo,
produzidas pelas bactérias M. oxydans BLB-2 e BLB-4.
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A maxima atividade observada para as enzimas produzidas pela
bactéria M. oxydans BLB-2 foi na faixa de pH de 4,5 a 5,0 para a enzima PHO
apresentando atividade especifica de 0,1788 U mg™, tendo uma redugédo de 40 %
da maxima atividade no pH de 5,5 (FIGURA 13). Foi observado um novo aumento
da atividade desta enzima para pHs maiores que 5,5, cerca de 80 % da atividade
maxima, até o pH 7,0, apresentando uma nova redugao acima deste pH. A C 1,2D
comportou-se de forma diferente, apresentando uma reducao de quase 100 % de
atividade enzimatica no pH 4,5. Houve um aumento gradativo da atividade, até
ocorrer o pico maximo no pH 8,5 (0,1157 U mg™). Ja as enzimas produzidas por
M. oxydans apresentaram pH 6timo de atuacao diferente das enzimas produzidas
por M. oxydans BLB-2, onde a PHO apresentou atividade na faixa de pH de
5,5-9,0, com um ¢6timo no pH 7,0, apresentando atividade especifica para esta
enzima de 0,0052 U mg™. A enzima C 1,2D também apresentou atividade para a
mesma faixa de pH, com um étimo no pH 9,0 (0,0471 U mg™). O decaimento da
atividade enzimatica pode ter ocorrido provavelmente por estar em torno do ponto
isoelétrico das enzimas. Em estudo anterior foi apresentado o ponto isoelétrico
para a C 1,2D produzida por Acinetobacter radioresistens, que se apresentou em
torno do pH 5,0 (Briganti et al., 1997), ficando préximo ao pH onde houve a queda
de atividade, apresentada pela mesma enzima, produzidas pelas bactérias

utilizadas neste trabalho.
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Os resultados encontrados neste trabalho sdo bastantes promissores
devido ao fato das enzimas atuarem em uma ampla faixa de pH, sendo que as
enzimas sintetizadas pela bactéria M. oxydans BLB-2 apresentaram maior
tolerancia a variacdo de pH (4,0 a 9,0) e também maior atividade especifica para
ambas enzimas, do que as enzimas expressadas pela bactéria BLB-4. Outro
aspecto interessante foi o pH 6timo de atuacéo, que divergiu entre as mesmas
enzimas produzidas pelas duas bactérias estudadas, verificando-se que se forem
utilizadas em conjunto, haveria a possibilidade de aumentar a eficiéncia do extrato
enzimatico, devido a este apresentar uma maior faixa de atuacao de pH. As
diferentes respostas ao pH apresentado pelas diferentes enzimas utilizadas neste
trabalho pode ter sido devido a trocas no pH influenciarem na ligagao do substrato
ou na atividade catalitica das enzimas, pois podem alterar o estado de ionizagao
dos aminoacidos, que podem ser diferentes, entre as enzimas expressadas pelas
duas bactérias. Entretanto, isso sO6 seria evidenciado fazendo-se um
sequenciamento de todas as enzimas aqui estudadas.

O pH ¢6timo da PHO expressada pela bactéria BLB-4 esta préximo ao
relatado em estudos anteriores, que foi de 7,4 e 7,6 para PHO produzida por
Candida tropicalis, com a reacado ocorrendo a 37 °C, embora esta enzima nao
tenha apresentado atividade até o pH 6,0 (Paca et al.,2007). O pH 6timo para
PHO produzida por Trichosporum cutaneum, in vitro e in situ, foi de 7,5,

realizando-se o ensaio entre as temperaturas de 22 e 30 °C, sendo que a enzima
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foi ativa do pH 6,5 a 8,5 (Mortberg & Neujahr, 1988). Estes resultados mostraram
que o pH étimo da PHO de M. oxydans BLB-2, divergiu do pH 6timo apresentado
por outros micro-organismos, e ambas bactérias aqui estudadas cresceram em
uma faixa mais ampla de pH.

O pH que proporcionou maior atividade para a C 1,2D, produzida por
ambas bactérias, estao proximos a relatos da literatura. Foi observado que C 1,2D
produzida por Rhodococcus sp An-22 crescendo em anilina, apresentou atividade
numa faixa de pH de 7,5 a 11,6, com atividade maxima no pH de 8,5. A mesma
bactéria crescendo em L-malato, apresentou parametros iguais, embora que neste
caso o pH o6timo foi de 8,0 (Matsumura et al., 2004), mostrando que o meio de
cultivo influenciou nos parametros de reacao dessa enzima. A C 1,2D purificada,
produzida por Acinetobacter radioresistens, também apresentou pH o6timo
semelhante, tendo um platé de atividade maxima na faixa de pH de 6,0 a 8,5, na
temperatura de 37-47 °C (Briganti et al., 1997).

Ja a C 1,2D de Pseudomonas putida, apresentou atividade 6tima no pH
7,0 a 30 °C (Kalogeris et al., 2006), divergindo tanto dos resultados apresentados
neste trabalho, quanto dos outros relatos encontrados na literatura. Foi possivel
observar a partir desses resultados, que a C 1,2D apresentou uma ampla faixa de
acao em diferentes pHs, no entanto, a enzimas C 1,2D utilizadas neste trabalho,

apresentaram novamente uma maior faixa de atuacao.
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Foi possivel observar para a bactéria BLB-2 que ambas enzimas
apresentaram boa estabilidade térmica, sendo a PHO ativa até a temperatura de
100 °C, sendo inativada a 110 °C e a C 1,2D foi ativa até a temperatura de 90 °C,
sendo inativada totalmente a temperatura de 100 °C (FIGURA 14). A faixa de
temperatura de 50-60 °C foi a que mais influenciou a reacdo da PHO produzida
por M. oxydans BLB-2, apresentando atividade especifica em torno de 0,1411 U

mg™'. Acima destas temperaturas foi observada diminuigdo constante na atividade

enzimatica.
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FIGURA 14: Efeito da temperatura na atividade das enzimas PHO a 30 °C apods

30 min de reacdo e C 1,2D a 30 °C apd6s 30 min de reacao,
produzidas pelas bactérias M. oxydans BLB-2 e BLB-4.
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Para a C 1,2D o pico de atividade maxima foi observado na temperatura
de 30 °C (0,0694 U mg'), ambas verificadas apdés 30 min de reagao,
apresentando uma queda gradativa para temperaturas superiores a esta. O estudo
da estabilidade térmica mostra que as enzimas produzidas pela bactéria M.
oxydans BLB-4, também nao séo sensiveis a altas temperaturas, apresentando
alta atividade enzimatica até 90 °C e 70 °C, respectivamente. A 100 °C, quase 60
% da atividade enzimatica da PHO foi perdida e a 110 °C a enzima foi totalmente
inativada, apresentando a maxima atividade na temperatura de 80 °C, com
atividade especifica de 0,041 U mg™. A C 1,2D, teve redugéo de cerca de 80 % da
sua atividade a 80 - 90 °C, apresentando um 6timo a 70 °C (0,271 U mg™'"), ficando
totalmente inativa a 100 °C.

A partir desses resultados foi possivel constatar novamente que a
atividade especifica da enzima PHO foi superior para a enzima produzida pela
bactéria BLB-2, no entanto a temperatura influenciou melhor a atividade da enzima
C 1,2D produzida pela bactéria BLB-4, verificando-se um aumento bastante
consideravel na atividade desta enzima, na temperatura de 70 °C.

Estudo anterior mostrou que a temperatura 6tima encontrada para a C
1,2D, produzida por Pseudomonas putida, era igual a temperatura 6tima,
encontrada para a enzima sintetizada pela bactéria BLB-2 no presente trabalho
(30 °C), havendo queda da atividade em temperaturas superiores a 40 °C

(Kalogeris et al., 2006). Outros trés trabalhos apresentaram temperatura 6tima
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para C 1,2D acima da temperatura relatada, onde a enzima produzida por
Acinetobacter radioresistens, apresentou temperatura 6tima na faixa de 37-47 °C
(Briganti et al., 1997) e a enzima produzida por Pseudomonas aeruginosa foi na
temperatura de 40 °C (Wang et al., 2006). A C 1,2D produzida por Rhodococcus
sp An-22 crescendo em anelina e L-malato, apresentaram a melhor atividade e
termoestabilidade na temperatura de 45 °C (Matsumura et al., 2004). Mesmo que
as enzimas estudadas neste trabalho tenham apresentado temperatura o6tima
diferente da maioria dos estudos encontrados na literatura, percebeu-se que a C
1,2D produzida por M. oxydans BLB-2 e BLB-4, apresentaram uma faixa de
atuagao maior, permanecendo ativa em altas temperaturas (até 90 °C).

Nao foram encontrados trabalhos com estudo da temperatura 6tima de
atuacdo da enzima PHO, no entanto observou-se que esta também era uma
enzima que permanecia ativa até altas temperaturas (100 °C) e apresentou
temperatura 6tima em uma faixa considerada bastante elevada (50-60 °C) para a
bactéria BLB-2. Estes resultados mostraram que todas as enzimas estudadas
eram termoestaveis. Trabalho anterior constatou que provavelmente as enzimas
produzidas por Bacillus thermoglucosidasius deviam apresentar um 6timo em
torno de 65 °C, ja que esta bactéria degradava fenol pela meta clivagem, nesta
faixa de temperatura (Duffner et al., 2000). Com isso, constatou-se que haviam
poucos relatos de enzimas e micro-organismos termdfilos utilizados na

degradagdo de fenol. A termoestabilidade foi uma caracteristica bastante
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importante encontrada para estas enzimas, pois quando as enzimas atuam em
biorreatores, se elas atuarem em uma faixa elevada de temperatura, diminui o
risco de degradagao por micro-organismos da faixa dos mesofilos, que possam

estar presentes no meio de reacéo.

3.2 Efeito da presencga de metais na atividade enzimatica

Pode-se observar, a partir dos resultados apresentados, que todos os
ions afetaram negativamente a atividade da enzima PHO produzida por M.
oxydans BLB-2 (FIGURA 15). A presenga de Cu* e Mg* reduziram em 30 % a
atividade desta enzima e a presenca do ion K* reduziu em 25 % a atividade
enzimatica, comparado ao ensaio realizado sem adicdo dos metais que
apresentou uma atividade especifica de 0,0648 U mg™'. Quando foram adicionados
os outros sais, ndao foi observado redugao na leitura da absorbancia, ficando
evidente, portanto, que os ions Hg*, Mn*, Fe? e NH,* inibiram a reagdo de
conversdo do fenol a catecol.

A atividade da enzima C 1,2D produzida pela mesma bactéria foi
favorecida na presenca dos ions K*, Fe?* e NH*, havendo um acréscimo da
atividade enzimatica em torno de 3, 15 e 3 %, respectivamente, comparado ao
ensaio sem adigdo dos sais (0,1351 U mg™'). Os ions que mais afetaram a
atividade desta enzima foram o Cu?* que inibiu totalmente a conversdo do catecol

a acido cis, cis-muconato e o Mn?*, que diminuiu em 98 % a atividade desta
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enzima. Ja a presenga dos ions Mg? e Hg® diminuiram em cerca de 3 % a

atividade desta enzima.
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FIGURA 15: Efeito da presenca de ions na atividade das enzimas PHO a 30 °C,
pH 7,0 apdés 30 min de reacdo e C 1,2D a 30 °C, pH 8,0 apés 30 min
de reagéao, produzidas pelas bactérias M. oxydans BLB-2 ¢ BLB-4.

Foi observado que a enzima PHO produzida pela bactéria BLB-4 teve
sua atividade totalmente inibida na presenca do Hg*. Quando foram adicionados
os ions Cu®*, Mn?* e Fe?*, houve uma diminuigdo da atividade desta enzima em
cerca de 63, 55 e 36 %, respectivamente. Quando foram adicionados ao meio de
reagdo, os ions Mg*, K* e NH4*, estes proporcionaram um aumento da atividade
enzimatica em torno de 15, 36 e 32 %. A enzima C 1,2D produzida pela mesma

bactéria foi totalmente inibida na presenca de Cu* e NH*, a adicdo do Hg** no
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meio de reagao praticamente nido afetou a atividade desta enzima. No entanto, a
presenga dos ions Mg®", Mn?, K* e Fe** aumentaram em média 197, 39, 62 e 107
% a atividade desta enzima.

Pode-se observar que o Cu* inibiu totalmente a acao das duas C 1,2D,
afetando negativamente também a atividade da PHO, mostrando que a presenca
desse ion afetaria muito um processo de remogdo de fenol. O ion Hg™ inibiu
totalmente a acdo das enzimas PHO produzidas pelas duas bactérias e afetou
negativamente a atividade da enzima C 1,2D produzida pela bactéria BLB-2.
Constatou-se entdo, que a uma provavel presenga de mercurio afetaria a etapa
inicial de degradagao de fenol, impedindo entdo, a complexagao deste composto.

Os ions Mn*2 e Fe*inibiram a atividade enzimatica somente da enzima
PHO produzida pela bactéria BLB-2, mas ambos os ions favoreceram a agao da
enzima C 1,2D produzida pela bactéria BLB-4. O Fe*? favoreceu a acdo das duas
C 1,2D, mostrando que a presenca deste ion estimulou a acdo desta enzima,
sendo interessante sua utilizacdo em um processo real a fim de estimular a
conversdo do catecol a acido cis,cis-muconato. Ha relatos na literatura sobre a
utilizagao do ferro na degradacéao de hidrocarbonetos policiclios aromaticos a fim
de favorecer a atividade da C 1,2D, pois o ferro € um elemento que desempenha
funcdes celulares essenciais para esta enzima, que estdo intimamente

relacionadas ao metabolismo desses compostos, como a participagao na estrutura
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do sistema multicomponente das dioxigenases e como co-fator enzimatico
(Harayama, 1999).

O ion NH4" inibiu totalmente a atividade da enzima PHO produzida pela
bactéria BLB-2 e C 1,2D, produzida pela bactéria BLB-4, mas favoreceu a acao
das outras enzimas, mostrando que em um efluente que contivesse aménia
poderiam ser utilizadas as enzimas PHO produzida pela bactéria BLB-4 e C 1,2D,
produzida pela bactéria BLB-2. O ion Mg*? favoreceu a agdo das duas enzimas
expressadas pela bactéria BLB-4, mas inibiu a acdo das enzimas produzidas pela
bactéria BLB-2 e o K* favoreceu a acdo da PHO produzida pela bactéria BLB-4 e
as duas C 1,2D, mostrando que a presencga desses metais, no meio de reacao,
também seriam bastantes promissores.

Sendo assim, verificou-se que estas enzimas precisam atuar sob
condi¢gbes controladas, ja que a aplicagao direta no meio ambiente prejudicaria a
acao de alguma delas, pois alguns ions provavelmente se ligam ao sitio de
inibicdo, interrompendo a ligagao do substrato com a enzima. Os outros ions que
diminuem ou aumentam a atividade de ambas as enzimas devem, provavelmente,
afetar a regulacédo enzimatica, afetando por sua vez, a transformacgao do substrato
pela enzima (Lehninger & Cox, 2002).

Trabalho anterior apresentou resultados para a C 1,2D produzida por
Pseudomonas aeruginosa, que estao em parte, de acordo com os resultados aqui

apresentados, ja que o Cu?* também inibiu a atividade desta enzima, assim como
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ocorreu em nosso trabalho. No entanto, a enzima produzida pela bactéria P.
aeruginosa também foi inibida na presenca de Ag* e Mn?* (Wang et al., 2006),
mostrando que a atuacgao dos ions nas enzimas tem mais influencia com relagao a
sequéncia de aminoacidos, correspondente ao RNA dos micro-organismos que as
estao expressando, do que do tipo de enzima. Logo, esses indicadores devem ser
bem investigados para determinar as melhores condigbes de atuagado e fatores

que afetam as diversas enzimas produzidas por diferentes micro-organismos.

3.3 Cinética enzimatica e energia de ativagao

A tendéncia da mudanga da velocidade inicial da reacdo, de acordo
com a concentracao inicial do substrato, para todas as enzimas aqui estudadas,
estavam de acordo com o modelo de Michaelis-Menten (1913). Devido a isso, foi
possivel calcular o valor de K, e de Vm para a PHO e C 1,2D, conforme
apresentado na TABELA 9, onde se pbde verificar que o K, para as enzimas PHO
e C 1,2D produzidas pela bactéria BLB-2 sao bastante inferiores ao Kn
apresentado pelas mesmas enzimas, produzidas pela bactéria BLB-4. Isso
significa que a velocidade maxima de reagdo apresentada pelas enzimas da
bactéria BLB-2 s&o atingidas em concentragdes menores do substrato do que para
as enzimas produzidas pela bactéria BLB-4, o que pode explicar a rapida

conversao do substrato observada na FIGURA 10 (item 3.1 do presente capitulo),
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que ocorreria nos primeiros minutos de ensaio, para as enzimas produzidas pela

bactéria BLB-2.

TABELA 9: Concentragdo de substrato para qual a velocidade da reacdo
enzimatica € metade da velocidade maxima (K.) e velocidade maxima da reagao
(Vmax) das enzimas PHO e C 1,2D, produzidas pelas bactérias M. oxydans BLB-2 e
BLB-4.

Bactérias Km (mM) Vmax (MM min™)
PHO Cc1,2D PHO c1,2D

M. oxydans BLB-2 0,0152 0,0093 0,1749 0,077
M. oxydans BLB-4 74416  8,6451 43,859 52,110

Um estudo cinético utilizando PHO comercial in situ, apresentou K, de
0,0073 mM e Vna de 0,00013 mM min' (Mortberg & Neujahr, 1987). Outro
trabalho, apresentado posteriormente (Mortberg & Neujahr, 1988) pelos mesmos
autores, trabalhando com PHO purificada de Trichosporon cutaneum, encontrou
valor de Ky, de 0,03 mM. C 1,2D de Pseudomonas aeruginosa, reagindo a 24 °C e
pH de 7,5, apresentou valor de K, de 0,0059 mM (Wang et al., 2006). Em outro
estudo foi realizado ensaio para determinar a constante de Michaelis- Menten de
C 1,2D no pH de 7,5, produzida por Streptomyces setonii, onde foi encontrado um
valor de 0,0018 mM (An et al., 2001). Foi observado ainda que o valor de K, da C
1,2D produzida por Acinetobacter radioresistens foi de 0,00324 mM a 25 °C, pH
8.0 (Briganti et al., 1997). Os valores de K, € Vmax encontrados nesse trabalho,
para ambas enzimas, divergem dos resultados publicados na literatura, o que

pode ser devido ao uso de concentragcdes maiores de substrato, na faixa de 103
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vezes maior, que as concentragdes utilizadas nos outros estudos. Outro motivo da
constante de Michaelis-Menten ter divergido entre as diferentes fontes, pode ser
devido as enzimas terem sido expressadas por micro-organimos distintos, o que
ocasiona diferencas na composicdao molecular das mesmas.

Quando foi testado o efeito da temperatura na atividade enzimatica de
ambas as enzimas foram observadas que a maxima atividade enzimatica para a
enzima PHO ocorreu primeiramente na temperatura de 50 °C e para a enzima C
1,2D a 30 °C. Com estas constatacdes foram calculadas a energia de ativacao de
ambas enzimas, a partir da equagao de Arrhenius. A energia de ativacédo da PHO
e da C 1,2D produzidas pela bactéria BLB-2 foram determinadas como 5,000 e
8,148 Kcal mol™, respectivamente. Para a bactéria BLB-4 a energia de ativagéo da
PHO e da C 1,2D foram determinadas como 5,7979 e 2,5583 Kcal mol™,
respectivamente. Monteberg & Neujahr (1988) constataram que PHO de
Trichosporon cutaneum in situ apresentou energia de ativagao de 5,7834 Kcal
mol"no pH 7,5, semelhante ao aqui encontrado. A energia de ativagédo encontrada
para C 1,2D, produzida por Trichosporon cutaneum apresentou um valor
intermediario ao valor calculado para as enzimas investigadas neste trabalho,
sendo de 3,57 Kcal mol™ (Briganti et al., 1997). Com isso, observou-se que foi
necessaria uma maior energia de ativagao para alcangar a maxima atividade da
enzima C 1,2D produzida pela bactéria BLB-2 e menor energia pela enzima

produzida por M. oxydans BLB-4, com relagdo a enzima apresentada na literatura.
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Seriam necessarios mais estudos para que os resultados possam ser

comparados, levando-se em conta a origem dessas enzimas.

4. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi observado que as enzimas PHO e C 1,2D
produzidas pelas bactérias BLB-2 e BLB-4, isoladas em nosso laboratério,
atuaram em um grande faixa de pH (4,5 a 9,0), onde as enzimas produzidas pela
bactéria M. oxydans BLB-2 nao apresentaram boa estabilidade em fungdo do
tempo ou foram degradadas por proteases produzidas pelo proprio micro-
organismo, comparado as enzimas produzidas pela bactéria BLB-4. Verificou-se
também que todas as enzimas eram termoestaveis, ja que se mantinham ativas
em altas temperaturas, até 100 °C ambas as PHO e as C 1,2D até 90 °C.
Constatou-se que a presenca de ions metalicos afetava a capacidade catalitica
das enzimas, onde alguns inibiram totalmente seu poder catalitico, como o
mercurio que inativou ambas as PHO, devido a ser um metal que causa inibicao
nao competitiva em algumas enzimas. A constante de Michaelis-Menten
encontrada para as PHO foram de 0,0152 mM para a bactéria BLB-2 e de 7,4416
mM para a bactéria BLB-4, e para as enzimas C 1,2D de 0,0093 mM para BLB-2 e
de 8,6451 mM para BLB-4. A energia de ativagao da PHO e da C 1,2D produzidas
pela bactéria BLB-2 foi de 5,000 e 8,148 Kcal mol”’, respectivamente e para a

bactéria BLB-4 foi de 5,7979 e 2,5583 Kcal mol'.
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CAPITULO VI

4. RESULTADOS E DISCUSSAO GERAL

Este trabalho contribuiu para o isolamento de novas cepas de bactérias
com capacidade de degradacao de fenol, aclimatados a regido de estudo, as quais
apresentaram alta capacidade de remog¢ao de fenol, mostrando-se promissoras
para serem utilizadas tanto em processos de remocgado direta de fenol como
também, na utilizacdo de suas enzimas. As enzimas expressadas pelas bactérias
aqui estudadas, apresentaram uma caracteristica muito importante, a de
termoresisténcia, que é bastante procurada, por diversos pesquisadores, pelo fato
de serem enzimas mais eficientes em processos de remogao, quando utilizadas
em biorreatores. Esta caracteristica faz com que se diminua a possibilidade de
deterioragdo das enzimas, durante o processo de remogao do contaminante, por
micro-organismos mesofilos, devido a possibilidade da utilizagdo de temperaturas
de operagao elevadas.

Neste trabalho também foi realizado estudo das condi¢cbes de cultivo
dos micro-organismos na degradagdo de fenol, apresentando os melhores
parametros a serem utilizados no processo em meio mineral, no entanto, este
estudo trouxe informagdes importantes quanto a utilizagdo desses micro-

organismos em condi¢gdes naturais. Onde, a utilizacdo deles, diretamente em um
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lodo ativado de uma industria, para diminuicdo da concentracdo de fenol, seria
interessante, embora a concentracdo de material organico, proveniente do
processo, poderia causar uma repressao catabdlica, diminuindo ou cessando a
capacidade de remocao do contaminante toxico. Assim, a sua utilizacdo deveria
ser investigada para cada caso especifico.

Foi realizado também a caracterizagdo das enzimas que participavam
do processo de degradagao, expressadas pelas bactérias estudadas no presente
trabalho, onde foi verificado que pouco estudo tem sido realizado na area, neste
sentido. Mais estudos devem ser realizados, portanto, para que se tenha um
conhecimento profundo da agao destas enzimas, para que as mesmas possam
ser utilizadas em situacbes reais, onde poderdo sofrer a acdo de varios
interferentes. Este tipo de estudo preliminar, auxilia na resolucido de problemas
operacionais, viabilizando o uso destas enzimas.

Mais estudos devem ser realizados para viabilizar a utilizagcdo das
bactérias apresentadas neste trabalho, bem como suas enzimas, embora muitos

avangos ja tenham sido realizados, neste sentido, a partir deste estudo.
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5. CONCLUSAO GERAL

Foram isoladas 6 bactérias com tolerancia ao fenol identificadas como
dos géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas,  Sthaphylococcus e
Microbacterium oxydans, sendo que duas Microbacterium oxydans (BLB-2 e
BLB-4), tiveram a capacidade de degradagdo em concentragbes muito altas de
fenol, 750 e 1000 mg L™ respectivamente, utilizando a via orto-B-cetoatipato, por
apresentar atividade para as enzimas fenol hidroxilase e catecol 1,2-dioxigenase.

Foi realizado isolamento da bactéria M. oxydans BLB-4 com capacidade
de degradagao de fenol, a partir do in6culo que tinha perdido a capacidade de
degracéao por técnica de enriquecimento.

Pelo que se tem conhecimento este foi o primeiro relato do estudo das
condi¢gbes de cultivo para degradagao de fenol, pela bactéria M. oxydans BLB-4,
sendo constatado que os melhores parametros a serem utilizados era a
suplementagédo do MM com 100 mg L™ de peptona, que favorecia um aumento da
taxa de remocgao de fenol, ndo causando repressao catabdlica, associada a uma
concentragao celular inicial suficiente para degradagao de fenol (diluir 25 mL de
in6culo em 10 mL de MM), no pH 7. Foi também constatado que a bactéria voltou
a degradar na mesma faixa de concentragdo que degradava anteriormente (até
1000 mg L™), antes de perder a capacidade degradativa, embora utilizando maior

tempo de remocao.
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No presente trabalho, foi observado que as enzimas PHO e C 1,2D
produzidas pelas bactérias BLB-2 e BLB-4, atuaram em um grande faixa de pH
(4,5 a 9,0), onde as enzimas produzidas pela bactéria M. oxydans BLB-2 né&o
apresentaram boa estabilidade em fungdo do tempo ou foram degradadas por
proteases produzidas pelo préprio micro-organismo, comparado as enzimas
produzidas pela bactéria BLB-4.

Verificou-se que todas as enzimas eram termoestaveis, ja que se
mantinham ativas em altas temperaturas, até 100 °C ambas as PHO e as C 1,2D
até 90 °C. Constatou-se que a presenca de ions metalicos afetava a capacidade
catalitica das enzimas, onde alguns inibiram totalmente seu poder catalitico, como
0 mercurio que inativou ambas as PHO.

A constante de Michaelis-Menten encontrada para as PHO foram de
0,0152 mM para a bactéria BLB-2 e de 7,4416 mM para a bactéria BLB-4, e para
as enzimas C 1,2D de 0,0093 mM para BLB-2 e de 8,6451 mM para BLB-4. A
energia de ativagdo da PHO e da C 1,2D produzidas pela bactéria BLB-2 foi de
5,000 e 8,148 Kcal mol”, respectivamente e para a bactéria BLB-4 foi de 5,7979 e

2,5583 Kcal mol™.
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