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ANALISE IN VITRO DE FRACOES CROMATOGRAF ICAS ISOLADAS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA SOBRE A DEGRADACAO DE NAFTALENO

RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo compostos téxicos aos seres humanos que podem se
acumular no ambiente. Pseudomonas é um género que compreende bactérias que utilizam preferencialmente,
como fonte de carbono os HPA. Neste trabalho, a expressdo de enzimas da via de degradagdo de naftaleno foi
induzida em P. aeruginosa, que é comumente encontrada em solos brasileiros, e cujo potencial biorremediador
ainda ndo foi explorado. As fra¢des cromatogréficas obtidas foram testadas quanto a degradacdo do HPA
naftaleno, in vitro. Algumas das fracdes se mostraram capazes de realizar a catdlise, indicando a presencga das
enzimas responsdveis pelo processo e apontando um potencial do uso das mesmas, fora do micro-ambiente
bacteriano.

PALAVRAS-CHAVE - Biodegradagdo Ambiental; Cromatografia; Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos;
Pseudomonas aeruginosa.

IN VITRO ANALYSIS OF CHROMATOGRAPHIC FRACTIONS ISOLATED FROM
PSEUDOMONAS AERUGINOSA ON NAPHTHALENE DEGRADATION

ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PHA) are toxic compounds to humans that can accumulate in the
environment. Pseudomonas genus comprises bacteria that preferably use HPA as a carbon source. In this work,
the expression of enzymes from the naphthalene degradation pathway was induced in P. aeruginosa, which is
commonly found in Brazilian soils, and whose bioremediator potential has not yet been explored. The
chromatographic fractions obtained were tested for degradation of PHA naphthalene, in vitro. Some of the
fractions were able to perform catalysis, indicating the presence of the enzymes responsible for the process and
pointing out a potential use of them outside the bacterial micro-environment.

KEYWORDS - Environmental Biodegradation; Chromatography; Polycyclic Aromatic Hydrocarbons;
Pseudomonas aeruginosa.

ANALISIS IN VITRO DE FRACCIONES CROMATQGRAFICAS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA SOBRE DEGRADACION DE NAFTALENO

RESUMEN

Los hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAP) son compuestos téxicos para los seres humanos que se pueden
acumular en el medio ambiente. Pseudomonas es un género que comprende bacterias que preferiblemente
utilizan HPA como fuente de carbono. En este trabajo, la expresién de enzimas de la via de degradacién del
naftaleno fue inducida en P. aeruginosa, que se encuentra cominmente en suelos brasilefios, y cuyo potencial
biorremediador atn no ha sido explorado. Las fracciones cromatogrificas obtenidas se analizaron para
determinar la degradacién del naftalina DE HAP, in vitro. Algunas de las fracciones fueron capaces de realizar la
catdlisis, indicando la presencia de las enzimas responsables del proceso y sefialando un uso potencial de ellas
fuera del microambiente bacteriano.

PALABRAS CLAVE: Biodegradacion ambiental; Cromatografia; Hidrocarburos aromaticos policiclicos;
Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) constituem uma classe de
contaminantes de extrema importincia para o ambiente; estdo presentes no ar, dgua, solo e
alimentos, sao de dificil degradacdo e causam maleficios a saide dos seres humanos, sendo
ainda destacados em estudos como potentes carcinégenos. '

Estes compostos e seus derivados sdo encontrados em o6leo bruto e emitidos na
atmosfera por vdrias fontes de combustdo ou liberados no ambiente aqudtico via atividades
humanas, como o esgoto industrial ou doméstico.*?

Os HPA sdo um grupo de combinacdes organicas hidrofébicas que consistem de dois
ou mais anéis benzénicos combinados de modo linear, angular ou em arranjos. Existem mais
de 100 tipos de compostos, e a maioria deles persiste no ecossistema por varios anos devido a
sua baixa solubilidade em 4gua e 2 sua adsorcio a particulas sélidas.®®

Em vista disso, a biorremediacdo pode ser considerada como uma tecnologia para
tratar locais contaminados mediante o uso de agentes bioldgicos capazes de modificar ou
decompor poluentes alvos. O beneficio desse processo € a mineralizacdo do poluente, isto é, a
transformac@o em componentes inertes, carbono e dgua.’

Diversos géneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras, tém
apresentado capacidade de degradacdo dos HPA e seus derivados.'® Algumas dessas bactérias
podem utilizar os HPA de baixo peso molecular como o naftaleno, fenantreno, antraceno e
acenafteno como fonte exclusiva de carbono.!!"3

O naftaleno é um hidrocarboneto que contém dois anéis arométicos fundidos, e € um
modelo para entendimento das propriedades da ampla classe de hidrocarbonetos arométicos
policiclicos que é bastante abundante no ambiente.” Devido a simplicidade quimica e maior
seguranca relativa para o manuseio, o naftaleno, se tornou um modelo padronizado para
estudos.'¢

Neste contexto, tendo em vista que os hidrocarbonetos sdo téxicos aos seres humanos
e que seu acumulo é um importante contaminante do meio ambiente, o presente trabalho
propds-se analisar bactérias comumente encontradas no ambiente, que possuem a capacidade
de degradar HPA, em especifico o naftaleno, com o intuito de gerar dados que contribuam
para a melhoria dos processos de biorremediacgao.

2. MATERIAIS E METODOS

Cultivo de Pseudomonas aeruginosa

O cultivo de Pseudomonas aeruginosa (cepa de referéncia da ATCC - American type
culture collection) foi realizado em meio de cultura YEPG (Extrato de levedura 0,2%,
Peptona de caseina 0,2%, Glicose 0,1%, Nitrato de amodnio 0,02%) durante 72h a 28°C sob
agitacdo constante de aproximadamente 150 rpm. Foram preparados dois indculos bacterianos
de 100 mL cada, na propor¢do de 1:1.000 meio/bactéria. O preparo foi realizado em capela de
fluxo laminar e todos os materiais de manuseio foram previamente esterilizados em autoclave
(calor imido). Em apenas um dos indculos foi acrescentado naftaleno (HPA). Apds 72h, as
culturas foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm para decantar as bactérias. O
sobrenadante foi descartado e as bactérias foram congeladas a -20°C para dar prosseguimento
ao proximo passo experimental. O crescimento bacteriano foi avaliado por espectrofotometria
em 600 nm.
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Lise bacteriana

O pellet de bactérias foi ressuspendido em PBS (Phosphate buffered saline) contendo
inibidores de protease (PMSF e TPCK) e submetida a seis ciclos de choques térmicos
(congelamento a -20°C e posterior aquecimento a 60°C) para rompimento das células. O
extrato bruto obtido foi passado em seringa contendo agulha 21G para diminuicdo da
viscosidade (quebra de 4cidos nucléicos) e posteriormente centrifugado por 10 min a 5.000
rpm para decantacdo dos debris.

Cromatografia de filtragdo molecular

Foi utilizado o método de filtragdo molecular em temperatura ambiente como método
cromatografico; para a fase estaciondria foi escolhida a resina Sephadex G75
(Pharmacia/Amersham). A solucao tampao (fase movel) foi Tris
(tris(hidroximetil)aminometano) 0,1 mol/L contendo NaCl 0,2 mol/L, sendo o pH = 7,5. A
amostra aplicada ndo excedeu 5% do volume total da coluna cromatogréfica; o fluxo foi de
0,5 mL/min, e foram coletadas fragdes de 1,5 mL.

Teste de atividade catalitica

A atividade catalitica foi analisada pela cinética da reagdo, realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 274 nm, absorcdo do naftaleno. A
concentracdo de proteinas em cada fracdo cromatogréifica foi estimada pela relacdo de
absorbancia em 260 e 280 nm. As reacdes de cinética foram montadas em tampao Tris 0,1
mol/L contendo NaCl 0,2 mol/L, pH = 7,5 contendo aproximadamente 50 ug de proteina total
e 5 ug de naftaleno, em um volume final de 1 mL. A presenca de atividade catalitica foi
avaliada pela diminuicdo da absorbancia a 274 nm em funcdo do tempo. A taxa de
decaimento k  (constante  cinética) foi  calculada pela equacio k =
In{[naftaleno]t/[naftaleno]0}/t, na qual t = tempo.

Andlise estatistica

A avaliagdo da reducdo do decaimento da absorbancia a 274 nm foi obtida pela
concentracdo naftaleno no tempo t=0s e t=250s comparando com t=2250s e t=2500s nas
fracdes cromatograficas 3 e 4. Os célculos foram realizados pelo teste de t-student no software
RStudio sendo o valor de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de biodegradacao de substancias por bactérias, € necessario que haja uma
indugdo da expressdo de enzimas de degradacdo do composto alvo. Este processo envolve a
ativacdo de regides especificas do genoma bacteriano. Quando alguns substratos alvos, como
xenobidticos, estdo presentes, as bactérias apresentam plasmideos que codificam enzimas
necessdrias para degradar o composto.!”

No trabalho em questdo, o composto alvo de degradacdo é o naftaleno, que foi
utilizado como indutor da sintese das enzimas de sua via de degradacdo em Pseudomonas
aeruginosa. A P. aeruginosa é uma bactéria gram negativa, aerobia obrigatoria que possui
diversos fatores de viruléncia (adesinas, enzimas, toxinas secretadas e resisténcia a
antimicrobianos). E comumente distribuida nos solos, em fontes de dgua e em ambientes
umidos. Trata-se de uma bactéria oportunista que pode causar doengas em pacientes
imunossuprimidos. Em humanos as doencas incluem infec¢des do trato respiratdrio, trato
urindrio, pele, tecidos moles, ouvido, olhos, bacteremia e endocardite.'®
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O crescimento de P. aeruginosa foi monitorado em comprimento de onda de 600 nm,
e de acordo com os resultados o crescimento bacteriano na auséncia de naftaleno foi
praticamente nulo (OD600=0,12) em relacdo ao in6culo cultivado na presenca do mesmo
(OD600=1,76). Esse resultado sugere que o naftaleno foi utilizado como fonte de carbono
para o crescimento das bactérias. O extrato bruto, obtido a partir da lise bacteriana, foi
submetido a um fracionamento por cromatografia liquida classica de filtracdo molecular e 21
fracdes de 1,5 mL foram obtidas. Todas as fragcdes foram monitoradas a 280 nm para andlise
do conteddo proteico e constru¢do do perfil cromatografico.

A andlise do gréafico mostrou que a resina utilizada na cromatografia foi capaz de
fracionar o extrato bacteriano em quatro picos principais: pico 1 (fracdes 3 e 4), pico 2
(fracdes 6 e 7), pico 3 (fracdes 9-12), pico 4 (fragdes 13-16) (FIG. 1). Os dois primeiros picos
estdo mais definidos, apesar de ainda existir uma pequena sobreposicdo entre os mesmos. Os
picos 3 e 4 ndo estdo bem definidos e concentram uma menor parcela de proteinas.

De acordo com o perfil da cromatografia (FIG. 1), as fragdes 1 e 2 concentram
a maior quantidade das proteinas bacterianas, indicando que grande parte das proteinas de P.
aeruginosa possuem alta massa molecular, préximas de 80 kDa, de acordo com o range da
coluna.

FIGURA 1. Perfil da cromatografia de filtracdo (cromatograma). Os picos cromatograficos
estdo indicados pelos nimeros de 1 a 4.
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Fonte: Autores, 2020.

Para os experimentos de cinética enzimatica foi realizado um teste controle negativo,
no qual o naftaleno foi incubado apenas com tampao utilizado na reacdo para verificar
analisar uma possivel oxidagdo do composto por outro fator distinto do enzimético. O
naftaleno nao teve a concentragao alterada apds 40 min de incubag@o no experimento controle
negativo. Logo, o tampao utilizado na reacao ndo interferiu na oxidagdo deste HPA (FIG. 2).
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FIGURA 2. Teste de oxidag¢do do naftaleno (controle negativo).
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Fonte: Autores, 2020.

Os testes de cinética foram iniciados a partir da fracdo cromatogrifica 3, pois as
proteinas de P. aeruginosa comecaram a ser fracionadas nesse ponto, e concluidos na fra¢do
15. As demais fragdes ndo foram analisadas, uma vez que, de acordo com a absorcdo
espectrofotométrica o conteido proteico se mostrou quase nulo. Observou-se queda da
absor¢do do naftaleno quando incubado na presenca de proteinas das fragdes 3 e 4 (FIG. 3 e
4). Na incubag¢do com as demais fracdes a absor¢ao do naftaleno permaneceu constante,
semelhante ao observado no controle negativo das reacoes.

Sugere-se que as enzimas pertencentes a via de degradacdo do naftaleno, se
concentram nas fragdes 3 e 4, que formam o primeiro pico cromatogréfico, com esses achados
€ factivel afirmar que a maior atividade catalitica ocorreu neste periodo. A via conhecida de
degradacio de naftaleno é composta por sete enzimas, todas de alta massa molecular.!® Esse
fato explica a maior atividade catalitica nas fra¢des cromatogrificas que compreendem
moléculas de menor tempo de reten¢do na coluna cromatografica utilizada.

Os estudos realizados por Habe e Omori (2003), descrevem o metabolismo do
naftaleno em Pseudomonas putida G7, com achados semelhantes aos evidenciados por este
estudo, e afirma que esse processo se da devido o fato dessa bactéria possuir um plasmideo
NAH?7 de 83 kb capaz de codificar enzimas com potencial degradador desse HPA.?

As andlises realizadas por Sun et al. (2019) confirmam o potencial biodegradador de
Pseudomonas aeruginosa S5 e discute que seu potencial biodegradante possa advir da
capacidade desta bactéria em produzir biossurfactante.?! No experimento de cinética in vitro
foi observada diminuicdo na absor¢do estatisticamente significante (p<0.05) apds
aproximadamente 20 minutos de incubagdo das fra¢des cromatograficas com o naftaleno
(FIG. 3 e 4). A taxa de decaimento (valor da constante cinética - k) foi calculada a partir da
equacao In{[naftaleno]t/[naftaleno]0}/t. (TAB. 1).

FIGURA 3. Cinética de reagdo da fracdo cromatografica 3. As barras no grafico indicam o
desvio padrao. Valor de p<0.05
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FIGURA 4. Cinética de reacdo da fragdo cromatograficas 4. As barras no grafico indicam o
desvio padrdo. Valor de p<0.05
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TABELA 1. Valores das constantes cinéticas (k) calculadas a 274 nm

Amostra Constante cinética
Fracio 3 1,53 x 103.h!
Fracdo 4 1,50 x 103.h!

Fonte: Autores, 2020.

Os valores das constantes cinéticas foram semelhantes para as fragdoes 3 e 4 (Tabela
1), indicando semelhante eficiéncia catalitica. Esse resultado € semelhante ao encontrado no
estudo de realizado em 2020 por Lofthus e colaboradores, onde a constante de degradacdo de
naftaleno foi 0,041 por dia ou 1,70x10-3.h!.??

Algumas das fracdes se mostraram capazes de realizar a catdlise, indicando a presenca
das enzimas responsaveis pelo processo e apontando um potencial do uso das mesmas, fora
do micro-ambiente bacteriano.

Embora as concentracdes e as emissdes de HAP permitidas sejam regulamentadas,
estudos evidenciam o seu potencial carcinogénico e mutagénico. Logo, alternativas que
potencializam o processo de degradacdo de HAP, como proposto neste estudo e em estudos
como o realizado em 2017 por Yan e Wu, que buscou evidenciar os genes das enzimas
presentes em Pseudomonas aeruginosa responsaveis pela degradacao dos HAP, s@o de grande
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relevancia para a humanidade em curto e longo prazo, j& que a eliminacdo dos
hidrocarbonetos no meio ambiente é dificil, e eles se a cuamulam com facilidade.?>**

Ademais, a biorremediacdo é uma estratégia biotecnoldgica potencialmente segura,
menos agressiva € com melhor custo beneficio quando defrontado aos métodos fisico-
quimicos tradicionalmente utilizados, tais como lavagem do solo e incineraco.?

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de bactérias do género Pseudomonas, como P. aeruginosa, em processos
de biorremediacao de solo e 4gua contaminados com o6leo ja foi apontada na literatura, como
um processo promissor. Por se tratar de uma espécie oportunista, a P. aeruginosa deve ser
coletada apds a conclusdo do processo de biorremediacao, logo seria importante o estudo da
estabilidade de suas enzimas no meio ambiente para realizacdo desse processo. Isso eliminaria
a necessidade do microrganismo, que possui os fatores de viruléncia. Este estudo mostra que a
atividade catalitica das enzimas da via de degradacio de HPA se mantém apds seu
isolamento, sugerindo a possibilidade de uso em ambientes contaminados.
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