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Pesquisas sobre biodegradacdo do carbazol, composto nitrogenado encontrado em
fracBes pesadas do petroleo, vém crescendo, visto a associacdo deste aos problemas de
desativacao de catalisadores em refinarias e emissdes de NOx no meio ambiente. Para
isto, utilizou-se a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11, cepa silvestre isolada de
ambiente contaminado por 6leo, que metaboliza a molécula de carbazol como Unica
fonte de carbono e nitrogénio. Utilizou-se no processo de desnitrogenagéo em sistema
bifasico o teste de degradacdo com as celulas integras nao proliferantes (“resting cells)
na concentracdo de 3 g/L. Este teste confirmou a capacidade de metabolizacdo do
carbazol pela cepa, com o surgimento, durante o teste cinético, de intermediérios que
possibilitaram a elucidacdo da rota metabdlica deste microrganismo. Dentre 0s
intermediarios identificados e quantificados estdo o acido antranilico, a amonia, o
catecol e o 4&cido cis,cis-muconico. Além destes, também estdo envolvidos o0s
compostos 2’-amino bifenil-2,3-diol e acido 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-amino fenil) hexa-
2,4-diendico (HOADA), identificados indiretamente com a utilizacdo de moléculas
similares. Com estes dados, foram identificadas as enzimas expressas por esta cepa
(enzimas de dioxigenacdo angular, dioxigenacdo de meta-clivagem, hidrélise e
dioxigenagdo de orto-clivagem), e gerou-se um conjunto de equagfes matematicas
representativas do consumo do carbazol em sistema bifasico com o intuito de criar uma

ferramenta confiavel para a simulacdo do processo de remocéo do nitrogénio em 6leo.
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Researches in carbazole biodegradation, nitrogenous compound found in heavy
fractions of petroleum, have been growing since its association with the problems of
deactivation of catalysts in refineries and NOx emissions in the environment. For this
reason, it was used the bacterium Sphingomonas sp. GTIN11, wild strain isolated from
the environment contaminated by oil, which metabolizes the molecule of carbazole as
the sole source of carbon and nitrogen. It was used the degradation test in the biphasic
system of denitrogenation process with the non-proliferating intact cells ("resting cells™)
at an concentration of 3 gL, With this test, it was confirmed the ability of carbazole
metabolism during the Kinetic test by strain, with the generation of intermediaries that
help in the elucidation of the metabolic pathway of this microorganism. The
intermediaries anthranilic acid, ammonia, catechol and cis,cis-muconic acid, were
identified and quantified. Besides these, the compounds 2'-amino biphenyl-2,3-diol and
2-hydroxy-6-0x0-6-(2'-amino phenyl) hexa-2,4-dienoic (HOADA) were identified
indirectly with the use of similar molecules, belonging to the pathway. With these data,
the enzymes expressed by this strain (enzymes dioxygenation angular, dioxygenation
meta-cleavage, dioxygenation ortho-cleavage and hydrolysis) was identified and it was
generated a group of mathematical equations that represent the carbazole consumption
in biphasic system for creating a reliable tool for simulating the process of removing

nitrogen in oil.
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| - INTRODUCAO

O petroleo é uma mistura complexa de moléculas orgéanicas que variam de 1 a 60
atomos de carbono que compreendem hidrocarbonetos, alcanos e aromaticos, além de
moléculas heteroatbmicas contendo enxofre, nitrogénio, oxigénio e metais. Dessa
maneira, 0 carbono se apresenta como principal constituinte da mistura, seguido pelo
hidrogénio, enxofre e, em menores proporcdes, nitrogénio (com maior ocorréncia no
6leo sulamericano), oxigénio, metais e alguns sais como o0s cloretos de sodio, magnésio
e célcio (LARENTIS, 2005).

O oleo cru pode ser denominado de trés formas diferentes, de acordo com a
proporcao de hidrocarbonetos presentes no mesmo: parafinico, quando possuir um
maior percentual de cadeias do tipo C,Hazn+2; nafténico, quando possuir um maior
percentual de compostos ciclicos saturados do tipo C,Hzn; e aromatico, quando possuir
um maior percentual de compostos ciclicos insaturados (BODUSZYNSKI, 1987).

Dentre os heteroatomos, o enxofre e o nitrogénio sdo 0s que necessitam de maior
atencdo. As moléculas que apresentam em sua composi¢do enxofre, em geral, sdo um
problema mundial por se apresentarem bastante reativas e corrosivas, tendo sua
presenca com maior significancia em fracGes pesadas do petréleo nas formas, além da

elementar, de sulfetos, dissulfetos, mercaptanas e tiofenos (LARENTIS, 2005).

J& as moléculas que apresentam em sua composicao nitrogénio, um problema de
maior intensidade em reservas da America do Sul, também sdo encontradas em grande
parte em fracdes pesadas (RIBEIRO, 2004), variando sua composicdo entre 0 e 2% do
petréleo. Ao observar a Tabela 1.1, onde estd exibido o panorama geral das
composicdes dos petréleos em diferentes locais ao redor do mundo, nota-se que 0s
teores dos compostos nitrogenados presentes nos Oleos brasileiros  séo

significativamente superiores aos observados nos demais locais apresentados.

Estes compostos nitrogenados podem apresentar propriedades neutras ou néo-

basicas (como, por exemplo, as moléculas de indol, pirrol, carbazol e derivados destes)



e bésicas (como, por exemplo, as moléculas de piridina e quinolina) (LARENTIS,
2005).

Tabela 1.1: Caracteristicas de alguns petréleos no mundo. Grau APl é uma medida da densidade de
petroleo e derivados definida pelo American Petroleum Institute (quanto menor a densidade do petroleo,
maior seu grau API) (modificado de LARENTIS, 2005; e LEITE et al., 2005).

Asia Leve _ y Fazenda
. Brent (Mar Marlim Cabilnas Arabe
Caracteristicas (Thevenard Alegre
do Norte) (RJ) (RJ) Leve
Island) (ES)
°API 37 40,7 19,7 24,7 13,2 33,3
Enxofre
0,4 0,03 0,75 0,47 0,75 1,63
(% peso)
Nitrogénio
0,104 0,01 0,45 0,27 0,33 0,09
(% peso)

Vanéadio (ppm) 7,1 <0,1 24 12 6 14
Niquel (ppm) 1,4 1 19 9 42 3,5
Metais (ppm) - - - - - -

Acidez
0,05 0,04 1,01 0,83 0,8 0,08
(mg KOH/qg)
Asfaltenos
- - 2,6 2,8 2,6 11
(% peso)

De acordo com o conceito de neutralidade e basicidade de Lewis, as propriedades
sdo assinaladas segundo a presenca, ou ndo, de um par eletrdnico ndo ligado do
nitrogénio ao compartilhamento e a configuracdo eletrdnica apresentada pelos anéis
aromaticos destas moléculas (quando o par eletronico ndo ligado do nitrogénio nao
participa da nuvem eletronica do anel aromatico, caracterizara a molécula como uma
base de Lewis) (LARENTIS, 2005).

De forma a ilustrar a estrutura destes compostos, na Figura 1.1 estdo representadas
as estruturas dos principais compostos nitrogenados presentes no petroleo. O carbazol,
composto heteroatdmico encontrado em maior percentual (BENEDIK et al., 1998), ¢é
caracterizado, segundo o conceito de basicidade de Lewis, como uma molécula
heterociclica aromética neutra (ou ndo-basica) composta por um sistema dibenzopirrol
(SATO et al., 1997).



Figura I.1: Estruturas contendo heteroatomos nitrogenados comumente presentes no petréleo.
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Os compostos heteroatémicos, citados anteriormente, sdo constituintes de muitos
combustiveis fosseis, 0 que pode provocar problemas quando utilizados como carga em
unidades de refino, gerando envenenamento dos catalisadores de hidrotratamento e
instabilidade dos combustiveis. Além disto, estes compostos recalcitrantes tambem
geram problemas na obtencdo de energia, pois quando queimados emitem uma série de
compostos 6xidos (SOx e NOy) que, em contato com a umidade atmosférica, reagem
formando chuvas &cidas, além de catalisarem a degradacdo da camada de ozbnio e
danificar o ecossistema devido ao seu alto poder carcinogénico e mutagénico
(OUCHIYAMA et al., 1993; SATO et al., 1997). Por estes aspectos negativos, tem-se
um crescente rigor da legislacdo ambiental, impondo a inddstria petrolifera 0 aumento
da busca por solugdes para a remogéo dos compostos sulfurados e nitrogenados gerados,

de forma a reduzir drasticamente essas emissdes na atmosfera.

Frente a este problema ambiental, algumas alternativas vém sendo bastante
discutidas, como a substituicdo da matriz energética de petroleo por combustiveis

menos poluentes de fontes renovaveis, como a utilizacdo de biomassa, ou a remogéo



destes componentes contaminantes, através do desenvolvimento dos processos de

refino.

Devido a importancia geo-politico-econémica do petréleo na conjuntura mundial
atual e a grande quantidade de reservas ainda disponiveis, a remogdo de compostos com
N, S, O e metais é a opcao de maior relevancia econdmica. Estes processos apresentam
melhores resultados em curto prazo, visto a necessidade de adequacdo do controle de
emissdo de poluentes as exigéncias na legislacdo ambiental cada vez maiores nas
ultimas décadas, de centenas para dezenas de ppm dos heterodtomos (LANGE E
PACHECO, 1999; HOPKIN, 2005). Por este motivo, estudos de processos para
remocao de compostos indesejaveis em petréleo vém ganhando um grande impulso,
principalmente apds os acordos, para reducdo de emissdes (os tratados ambientais
como, por exemplo, o Protocolo de Kyoto), firmados entre a maioria dos paises com

maior industrializacdo (maiores responsaveis por estas emissdes).

Atualmente, a reducdo das quantidades de compostos heteroatdbmicos presentes em
petréleo a niveis aceitdveis pela legislacdo é realizada através de um processo de
hidrogenagéo, na presenga de um catalisador a base de Ni-Mo ou Co-Mo em condigdes
de operacdo com altas temperaturas (300 a 400°C) e altas pressdes (LARENTIS, 2005).
Este tipo de processamento é denominado hidrotratamento (HDT), onde praticamente

ndo se atinge concentracGes de heterodtomos muito mais baixa que a atual.

Além dos efeitos ambientais, o0s compostos heteroatdbmicos afetam
economicamente o processo de refino do petroleo, alterando assim a qualidade dos
produtos dele derivados. Como exemplo, a remocéo de 90% do nitrogénio presente no
petroleo, resulta em um aumento acima de 20% do rendimento da gasolina, influindo

também no aumento da vida util dos catalisadores de refino (BENEDIK et al., 1998).

Os compostos como H,S, enxofre elementar, mercaptanas, amonia e cianetos
provenientes da decomposicdo de compostos sulfurados e nitrogenados, além de
derivados de sais (HCI e NH,4CIl) promovem a corrosao de equipamentos de refino, de
armazenagem e de tubulacGes, atuando também como inibidores de alguns tipos de
processamentos (BENEDIK et al., 1998). O carbazol, por exemplo, € um composto ndo-
basico nitrogenado presente no petréleo que, durante o hidrotratamento, € convertido



em derivados béasicos que sdo adsorvidos em sitios ativos acidos dos catalisadores de
refino, resultando na desativacdo e decréscimo de rendimento do processo (LI et al.,
2004).

Existe na natureza uma ampla gama de microrganismos silvestres que séo capazes
de metabolizar compostos organicos e aromaticos, que contém inserido em suas
moléculas nitrogénio, enxofre, oxigénio e/ou metais, utilizando-os como fonte de
nutrientes e energia (RIBEIRO, 2004). Por este motivo é de grande interesse
biotecnolégico a aplicagdo de rotas metabdlicas na degradacdo (ou mineralizacao)

destes compostos que estdo presentes no Oleo cru e seus derivados.

Neste sentido, 0 emprego de microrganismos com a finalidade de remover estes
compostos através de biorrefino se mostraria, no ponto de vista operacional, como uma
alternativa bastante econdmica, pois emprega presses e temperaturas de operagdo
significativamente menores quando comparadas as aplicadas a tecnologia de
hidrotratamento, havendo uma reducdo consideravel do gasto energético e emissdes de
CO,, além da eliminacdo do uso de hidrogénio (LANGE e PACHECO, 1999;
RIBEIRO, 2004). Além das condicGes brandas de operacao, este processo também é
atrativo por apresentar reacdes com alta especificidade devido a elevada seletividade
caracteristica das reacdes enziméticas, uma vez que ndo ocorrem significantes
degradacBes de outros componentes da matriz energética, como ocorre com o refino
catalitico por hidrotratamento (BENEDIK et al., 1998; LANGE e PACHECO, 1999).

Por ainda estar em um estagio incipiente, devido a remocdo do heteroatomo N ser
um problema de maior intensidade do petroleo da regido sulamericana, o processo de
degradacdo de compostos nitrogenados utilizando biocatalisadores apresenta algumas
dificuldades econOmicas, entre estas esta a baixa taxa de crescimento dos
biocatalisadores (cepas silvestres). A fim de viabilizar o uso em larga escala deste tipo
de processo, a proposta melhor aceita para o biorrefino atualmente é o seu acoplamento
as unidades de hidrotratamento de petréleo como ja proposto para a dessulfuracao
(MONTICELLO, 1994; LANGE e PACHECO, 1999; KILBANE II, 2004) (e também
proposto por KILBANE 11 (2006) para a desnitrogenacéo), surgindo a possibilidade de
ampliacdo do leque de compostos comercializados com a obtengdo de coprodutos
quimicos com potencial utilizacdo em outras industrias (LANGE e PACHECO, 1999).



A biodegradacdo de carbazol por algumas espécies de bacterias, capazes de
utiliza-lo como unica fonte de carbono, nitrogénio e energia, tem sido bastante estudada
na Gltima década, onde foram descritas na literatura algumas rotas microbianas que
apresentam alta especificidade (OUCHIYAMA et al., 1993; GIEG et al., 1996;
SHOTBOLT-BROWN et al., 1996; OUCHIYAMA et al., 1998; KIRIMURA et al.,
1999; SCHNEIDER et al., 2000), assim como as enzimas atuantes e 0S genes

envolvidos nessas rotas (Figura 1.2).

Atualmente, as rotas metabolicas estudadas para a degradacdo do carbazol sdo
similares a rota destrutiva de degradacdo proposta por Kodama para remocdo de
enxofre. Esta rota provoca perda no poder combustivel do carbazol, devido ao consumo
de carbono e nitrogénio para o crescimento bacteriano (BENEDIK et al., 1998),
reduzindo o poder energético do petrdleo. Assim sendo, este processo se tornara viavel
a medida que a sintese de componentes de quimica fina derivados destes compostos
nitrogenados, utilizados na producdo de, por exemplo, plasticos e farmacos, apresentem-
se cada vez mais robustos (OUCHIYAMA et al., 1993).

Os derivados de carbazol e de seus produtos de degradacdo sdo de grande
importancia terapéutica. Por este motivo, e por estas moléculas estarem presentes em
sua grande maioria em 6leo, ha a necessidade de compreensdo das rotas metabodlicas
bacteriana destes compostos e também do sistema reacional, visto que as reacGes de
biodegradacdo sdo processadas em sistemas bifasicos. Documentos na literatura
reportam que compostos tetraciclicos derivados de piridocarbazois, que possuem em sua
base a molécula de carbazol, apresentam em animais, principalmente, propriedades
anticancerigenas e que compostos heterociclicos, que contém grupamentos pirrois,
apresentam atividades antibacterianas, antifingicas, anti-inflamatorias e antitumorais
(RICE et al., 1964; DALTON et al., 1969; BALAMURALI e RAJENDRA PRASAD,
2001). Um exemplo disto é a utilizacdo da atividade clinica do &cido 6-cloro,1,2,3,4-
tetrahidroxicarbazol-2-carboxilico, composto derivado de tetrahidrocarbazol que
apresenta propriedades biologicas antifungicas e anti-inflamtorias, no tratamento da
doenca gota aguda (ASSELIN et al., 1976).



Figura 1.2: Rota de degradacéo do carbazol para bactéria Pseudomonas stutzeri (LARENTIS, 2005).

CH4COCO,H

éxidnpm' rvico

CH:, : cHa J\/EEH \Lfclf!”
CoSCoA CaF CHO Carf HO 0  CarD OH

acetl acetaldeido acido 4hidroxd- acide 2-hidroxipenta
coenzima A 2-oxovalérico 1,4-diendico
NH.
i : CarAafchd CarBaBb NH;
Gimeniase ds HO,C HOADA Vieelise j :cuﬂu

cathazol dioxizenase HO

OH meta-clivagem arido antranilice

cathazol 2" aminohifenil-2,3-diol scido 2 hidroxi6-0x0-6-(2"ami-
nofenil) hexa-2,4-diendico + AMABC

OH
.:i.: @uzu E\cuﬁﬁ CcozH C{
CO,H
CatC CatB 7 cata OH

acido p-cetoadipico

muconoclactona aci i R hox
enol-lactona acido cis cis-mouctndco catecol

O principio da degradacdo bacteriana atribuido nas rotas atualmente propostas
para compostos como carbazol e dibenzotiofeno também pode ser aplicado no
biorrefino de outros compostos nitrogenados e sulfurados presentes no petréleo. Isto se
faz possivel devido a abrangéncia relativamente ampla de substratos que estas enzimas
sdo capazes de degradar, além de apresentarem grande potencial para a aplicacdo na
biorremediacdo de ambientes quimicamente contaminados (LANGE e PACHECO,
1999, WACKETT, 2002).

Devido ao fato das rotas serem de carater destrutivo reduzindo o poder
combustivel do carbazol (e do petrdleo em geral) e as baixas taxas de conversdo
geralmente apresentadas pelas cepas silvestres, uma alternativa que vem sendo estudada
em diversos trabalhos para a resolucdo desta problematica é a utilizacdo de
microrganismos geneticamente modificados capazes de remover o nitrogénio (ou
qualquer outro heterodtomo) sem que haja perda do esqueleto molecular de carbono.
Para isto, a tecnologia de DNA recombinante com clonagem das enzimas da rota de
degradacédo, particularmente de carbazol, sendo aplicada a estes sistemas, permite

ampliar a concentracdo de proteinas recombinantes no extrato protéico (obtendo




maiores quantidades de proteinas em relacdo aos sistemas silvestres) e o controle dos
niveis de expressdo, apresentando-se imprescindivel na obtencdo de maiores
quantidades destes biocatalisadores para aplicacdes biotecnoldgicas na degradacdo de
compostos nitrogenados. Estas caracteristicas permitem ampliar as taxas de degradacao,
visto que o crescimento destas bactérias silvestres utilizadas atualmente é bastante lento,
limitando o seu emprego em biorrefino (RIDDLE et al., 2003a; KILBANE 11, 2004;
LARENTIS, 2005).

Outro aspecto importante na eficacia global do processo de biodegradacdo é a
atuacdo de bactérias em sistemas bifasicos (meio composto por 6leo-agua). Sao raros 0s
registros na literatura sobre o comportamento destes microrganismos capazes de atuar
em sistemas bifasicos (principalmente na remocao do nitrogénio do petréleo), pois para
a biodegradagdo neste tipo de meio se faz necessario o isolamento de bactérias,
encontradas na natureza basicamente em locais contaminados por 6leo, que possuam
enzimas tolerantes a solventes organicos e que apresentem alta atividade para a
assimilacdo dos compostos heteroatdmicos de interesse encontrados na parte 6leo do
sistema bifasico (LI et al., 2008).

Uma das bactérias isoladas de ambientes silvestres e capazes de degradar o
carbazol nos sistemas citados anteriormente é a Sphingomonas sp. GTIN11. Esta
bactéria foi isolada a partir de amostras de solo coletadas em plantas de gas
manufaturado que apresentam contaminagdo cronica de hidrocarbonetos. Esta cepa foi
obtida e purificada atraves de uma selecao periddica do sobrenadante do meio de cultura
inoculado com as amostras de solo, a qual apresentou capacidade de crescimento em
meio contendo carbazol como a Unica fonte de nitrogénio (KILBANE et al., 2002). Por
este motivo, pela cepa apresentar alta atividade enzimatica em sistemas bifésicos
(CARNEIRO et al., 2007) e por ser bastante robusta frente a variacdes no processo de
biodesnitrogenacdo, esta bactéria foi escolhida para ser utilizada como biocatalisador

nos experimentos desta dissertagao.



OBJETIVOS

Com vista ao que foi apresentado até 0 momento, este trabalho objetiva estudar a
rota de desnitrogenacdo enzimatica do carbazol realizada pela bactéria Sphingomonas
sp. GTIN11, identificando e quantificando compostos intermediarios e finais, além de
criar um modelo matematico para a degradacdo do carbazol, representando o sistema

bifasico encontrado em processos de refino.

Este estudo podera servir de subsidio a projetos de equipamentos que auxiliem aos
processos de hidrotratamento utilizados em refinarias na remocdo de compostos
nitrogenados, como por exemplo, o carbazol. Isto possibilitaria a ampliacdo da
capacidade de desnitrogenacdo de Gleos por microrganismos ja isolados, através da

utilizacdo de ferramentas da engenharia genética (melhorando as taxas de converséo).

Obijetivo Geral:
> Estudar a rota de desnitrogenacdo enzimatica do carbazol realizada pela bactéria

Sphingomonas sp. GTIN11.

Obijetivos especificos:
> ldentificar e quantificar compostos intermediarios e finais da rota de
desnitrogenacdo enzimaética do carbazol realizada pela bactéria Sphingomonas sp.
GTIN11;
» Gerar um modelo mateméatico que representativo do sistema bifasico de

degradacéo do carbazol.



Il - REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentadas as informagdes encontradas na literatura sobre o
composto nitrogenado (carbazol) alvo deste estudo, assim como os tipos de
microrganismos utilizados como biocatalisadores das reagdes enzimdticas e o
mecanismo enzimatico da degradac¢ao do carbazol. Além disto, serdo expostos também
os principios matematicos utilizados para o desenvolvimento do modelo do processo de

biodesnitrogenacdo utilizando o biocatalisador escolhido para este estudo.

I1.1 - COMPOSTOS NITROGENADOS PRESENTES NO PETROLEO

O petrdleo ¢ constituido por uma ampla gama de moléculas, dentre as quais se
podem destacar duas classes principais, os compostos hidrocarbonetos (que apresentam
em sua estrutura somente atomos de carbono e hidrogénio) e os compostos
hidrocarbonetos com heterodtomos (com atomos de Enxofre, Nitrogénio e/ou Oxigénio
em sua estrutura). De acordo com o aumento das estruturas moleculares, com ou sem
heterodtomos (o que confere uma grande variedade de grupos funcionais e
possibilidades estruturais), a complexidade do petréleo também ¢ aumentada,
necessitando assim de um maior gasto energético para o seu tratamento na etapa de
refino devido a ampliagdo dos pontos de ebuli¢do de corte do 6leo (BODUSZYNSKY,
1987; BODUSZYNSKY, 1988).

Dentre os compostos heteroatdmicos, as pesquisas de compostos nitrogenados
estdo ganhando espaco, principalmente com foco em petréleos pesados (complexos)
como o brasileiro. Estes compostos nitrogenados estdo subdivididos em nao
heterociclicos, que apresentam o heteroatomo fora da cadeia carbonica circular, e
heterociclicos, que apresentam o heteroatomo inserido na cadeia carbonica circular. As
aminas alifaticas e anilinas estdo introduzidas no grupo dos nao heretociclicos, que sdao
facilmente oxidados em tratamentos cataliticos, como por exemplo, no hidrotratamento,
devido a polaridade conferida a molécula pelo grupamento nitrogenado (RIBEIRO,

2004).
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Os compostos nitrogenados heterociclicos, por sua vez, podem ser separados em
moléculas com anel piridinico, e com anel pirrédlico, diferindo em suas configuragdes
eletronicas. Os compostos com anel piridinico apresentam o par de elétrons do
nitrogénio ndo compartilhado na estrutura, conferindo um caréter basico a molécula,
segundo o conceito de Lewis. J4 os compostos com anel pirrolico apresentam o par de
elétrons do nitrogénio participando da nuvem eletronica do anel, ndo havendo interagao
deste com os compostos eletrofilicos em sua proximidade e conferindo a esta um carater
neutro ou nao basico, também baseado no conceito de Lewis (MOORE, et al., 1951;
KATRITZKY, 1985). De acordo com RICHTER et al. (1952) e LI et al. (1992), dentre
os compostos heterociclicos nitrogenados, ha maior predominancia das estruturas
piridinicas bésicas quando comparado as estruturas pirrdlicas neutras, variando entre
25% e 33% de compostos basicos. LI ef al. (1992) ainda reporta que o nitrogénio esta

diretamente associado ao alto ponto de ebuli¢do das fragdes de petrdleo.

Os problemas causados pelos compostos nitrogenados bésicos s3ao bem
conhecidos, pois eles sdo capazes de interagir com os sitios acidos dos catalisadores,
ocasionando a deposi¢do de coque na superficie do catalisador (envenenamento) durante
os processos de craqueamento e hidrocraqueamento, mesmo com baixas concentragdes
destes compostos. O processo de neutralizacao dos sitios ativos dos catalisadores pelos
compostos basicos ¢ reversivel, mas apresenta maior dificuldade na reversibilidade
quanto maior o peso molecular do composto (em fracdes pesadas), tornando o
craqueamento mais dificil, com aumento acentuado de gas e coque, em comparagao aos

compostos de baixo peso molecular (HUNT e O’NEAL, 1978; FURIMSKY, 1979).

Além dos compostos nitrogenados citados anteriormente, existem também no
petrdleo compostos com altos pesos moleculares que apresentam em suas estruturas
partes aromaticas e alifaticas (apresentando ou nao heteroatomos) (FEDORAK et al.,
1993 apud RIBEIRO, 2004). Estes compostos sdo denominados como porfirinas e sao
encontrados nas fragdes asfalténicas do petréleo (asfaltenos), sendo capazes de
complexarem metais, como por exemplo, o vanadio e o niquel. Por este motivo, estes
compostos se tornam um imenso problema para o refino, causando inibicao dos sitios
ativos da superficie dos catalisadores pela deposicdo dos metais complexados

(envenenamento de catalisadores) (RIBEIRO, 2004).
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Na Figura II.1 estdo expostas as estruturas das moléculas heterociclicas
nitrogenadas geralmente encontradas no petroleo (podem ser encontrados também

compostos que tem em sua base estrutural as moléculas apresentadas na Figura II.1).

Compostos Heterociclicos
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Figura I1.1: Compostos organicos heterociclicos nitrogenados presentes no petréleo.

Os compostos nitrogenados estdo presentes na grande maioria dos petroleos ao
redor do mundo, sendo encontrados em concentragdes que variam de valores inferiores
a 0,2%, como no pogo de Brent no mar do norte, a valores em torno de 2,0% (LI et al.,
1992). Em petroleos brasileiros, como o de Cabiunas, de Fazenda Alegre e de Marlim,
esses valores sdo, respectivamente, de 0,27%, 0,33% e 0,45% (Tabela I.1). Estes

compostos sdo encontrados com maior facilidade nas fragdes pesadas do petréleo, que

12



apresentam altos pesos moleculares e pontos de ebuli¢do bastante altos (superiores a

300°C).

Dentre a gama de compostos nitrogenados encontrados nas diversas fracdes de
petroleo, BALL (1962) e LOCHTE (1995) apud RIBEIRO (2004) reportaram que os
compostos predominantemente encontrados sdo carbazois, indois, quinolinas,
benzoquinolinas, piridinas e homoélogos a estes alquilados. Além destes, também sdo
encontrados em fragcdes pesadas compostos contendo dois atomos de nitrogénio, como
azocarbazdis e azoinddis; um atomo de oxigénio e um de nitrogénio, como
hidroxipiridinas e hidroxiquinolinas; além de amidas, quinolonas e alquilpiridonas
(JEWELL e HARTING, 1962; SNYDER, 1969; PETERS ¢ BENDORAITIS, 1976;
MCKAY et al., 1976; Ll et al., 1992).

11.2 - DEGRADACAO MICROBIOLOGICA DO CARBAZOL

O estudo de microrganismos capazes de degradar compostos heteroatdmicos
presentes em petroleo e outros combustiveis fosseis vem se desenvolvendo no decorrer
dos ultimos anos com o avango das técnicas de biologia molecular e engenharia
bioquimica, e com a ampliacdo da gama de moléculas heteroatomicas removidas
bioldgicamente, visto as possiveis aplicagdes biotecnologicas em biorrefino ¢ na
minimizagdo dos efeitos ambientais por biorremediacdo, além da utilizagdo de muitos
dos metabolitos destas rotas como intermediarios na obten¢do de farmacos ¢ outros

produtos de quimica fina (BENEDIK e al., 1998).

Nas ultimas duas décadas a biodegradacao de carbazol, hidrocarboneto aromaético
nitrogenado utilizado por alguns microrganismos como Unica fonte de carbono,
nitrogénio e energia, vem ganhando espaco nas linhas de pesquisa ao redor do mundo.
Isto estd ocorrendo devido o carbazol ser uma molécula altamente toxica e
carcinogénica, encontrada em alguns rios, solos, dguas subterraneas, além do petroleo (e
seus derivados) e da atmosfera, apresentando dificil remog¢do e inutilizacdo de
equipamentos nos processos quimicos de desnitrogenagdo existentes atualmente
(GROSSER et al., 1991, KOBAYASHI et al., 1995, SHOTBOLT-BROWN et al.,
1996, KIRIMURA et al., 1999). Neste sentido, o carbazol ¢ usado como molécula
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heteroatomica modelo para estudos de desnitrogenagdo com microrganismos isolados a
partir de lodos ativados e ambientes contaminados por petroleo e derivados, como por
exemplo, em aguas e solos (principalmente nas proximidades de plantas industriais)
(OUCHIYAMA et al., 1993; GIEG et al., 1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996;
OUCHIYAMA et al., 1998; KIRIMURA et al., 1999; SCHNEIDER et al., 2000,
KILBANE et al., 2002; INOUE et al., 2005; LI et al., 2008).

Dentre as bactérias ja isoladas e descritas na literatura, capazes de degradar o
carbazol presente em petroleo, carvao, 6leos e outros combustiveis, assim como em
aguas e solos contaminados, encontram-se muitas espécies de Pseudomonas ¢ algumas
de Xanthomonas, Burkholderia, Serratia e Bacillus. O que se observa nestes estudos ¢
que a maioria dos mecanismos de degradacdo dos compostos aromaticos necessita de
uma etapa aerdbia inicial (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b), embora haja casos
de degradacdo anaerobia (ou com limitagdo de oxigénio) (KOBAYASHI et al., 1995;
BENEDIK et al., 1998).

Duas cepas, CA06 e CA10, de Pseudomonas foram isoladas por OUCHIY AMA et
al. (1993) de solo e lodo ativado, respectivamente, capazes de degradar o carbazol como
unica fonte de nutrientes e energia. Nesta degradacdo, os principais produtos
metabolicos sdo formados através de uma oxidagdo inicial do substrato, com posterior
meta-clivagem a acido antranilico, havendo aciimulo deste no meio, e o surgimento de
catecol com posterior reagdo de orto-clivagem e utilizagcdo do produto no metabolismo
de crescimento celular. Foi ainda exposto neste trabalho que ambos os microrganismos
foram capazes de consumir totalmente em 18 horas a concentracdo inicial de 5,7mM de
carbazol. OUCHIYAMA et al. observaram também que as enzimas usadas no consumo
do carbazol sdo induzidas pela falta de outros nutrientes e presenca da molécula de
carbazol no meio. Com os resultados obtidos, foi proposta uma rota de degradacao para

estes microrganismos e que ¢ usada como base para estudos com outras cepas.

No estudo publicado por HISATSUKA e SATO (1994) foi isolada de solo uma
cepa identificada como Pseudomonas stutzeri ATCC31258 também capaz de utilizar o
carbazol como fonte de nutrientes e energia em condi¢des ndo propicias para seu
crescimento celular. Foi observado o acimulo de uma grande quantidade do metabdlito

acido antranilico, intermedidrio na biossintese de L-triptofano, no meio reacional,
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havendo consumo total de 10 g«L" de carbazol em 4 dias. Neste estudo também foram

verificados os efeitos de alguns surfactantes nao-ionicos no metabolismo celular.

Em 1995, KOBAYASHI et al. publicaram a identificacdo, em amostras de solo,
de 8 cepas capazes de degradar o carbazol de 6leo e aguas poluidas em condi¢des de
limitagdo de oxigénio (microaerdfilas) ou anaerdbias, simulando as condi¢des de
transporte e armazenagem de petroleo (em atmosfera de nitrogénio). Dos
microrganismos isolados, quatro eram Pseudomonas sp., dois eram Bacillus sp., um era
Serratia sp. ¢ uma Escherichia coli, apresentando capacidade de consumir 30% do

carbazol, em concentragdo inicial de 1 g«L', em 28 dias.

GIEG et al. (1996) isolaram de solos contaminados por creosoto e identificaram
como sendo a bactéria Pseudomonas sp. LD2. Esta Pseudomonas apresentou
capacidade de degradacdo de 87% do carbazol em 24 horas (esgotamento do carbazol
em 96 horas), com surgimento no meio reacional de &cido antranilico, catecol e acido
indol-3-acético. GIEG et al. propuseram que a formag¢do do composto indolico ocorreu
via adi¢do intramolecular do tipo Michael devido a instabilidade do 2-hidroxi-6-0x0-6-
(2’-amino fenil)hexa-2,4-diendico (HOADA) e ao pH baixo (pH<4). Além disto, foi
testado, mas sem sucesso, o crescimento desta cepa usando como substrato outros
compostos aromaticos heterociclicos como benzeno, naftaleno, fenantreno, antraceno,

dibenzotiofeno, dibenzofurano e fluoreno.

SHOTBOLT-BROWN et al. (1996) identificaram a presenca das espécies
Burkholderia cepacia (CB1), Xanthamonas sp. (CB2) e Pseudomonas sp. (CB3), em
amostras compostas por solo e sedimentos contaminados por esgoto de uma planta de
carvao, capazes de degradar carbazol em meio contendo dimetil suféxido (DMSO).
Neste processo de degradacdo, foi verificada a remocdo de 80% do carbazol nas
primeiras 20 horas de incubacdo e que as cepas ndo foram capazes de metabolizar
compostos andlogos de carbazol, fluoreno e dibenzotiofeno. Ja nos testes usando acido
antranilico, catecol e bifenil como substrato, as cepas CB2 ¢ CB3, CB1 e CB2, e CB2,
respectivamente, foram capazes de utilizd-los em seu crescimento celular. No
crescimento das cepas CB1 e CB2 houve a necessidade da adi¢do de vitaminas
juntamente com o carbazol, o que ndo ocorreu com a cepa CB3, apresentando resultados

que indicam a existéncia da atividade de meta-clivagem no anel aromatico do catecol. O
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comportamento das cepas foi descrito como similar ao da cepa Pseudomonas sp. CA10
descrito por OUCHIYAMA et al. (1993). Ja a cepa CB3, SHEPHERD E LLOYD-
JONES (1998) a identificou como sendo a espécie Sphingomonas.

SATO et al. (1997b), utilizando a cepa Pseudomonas sp. CA10 apresentada por
OUCHIYAMA et al. (1993), detectaram e clonaram o fragmento de DNA que codifica
as enzimas de meta-clivagem e de hidrolise do composto meta-clivado (ORF1, ORF2 e
ORF3 — ORF: Open Reading Frames). Neste estudo, SATO et al. verificaram que a
enzima CarB (ORF2) possui afinidade significante e 20 vezes mais atividade de meta-
clivagem para o 2,3-dihidroxi bifenil do que para os derivados de catecol. Esta cepa
ainda apresentou a ORF3 homologa a de uma bactéria capaz de expressar a enzima
hidrolase, designada como CarC, exibindo atividade 40 vezes maior para o acido 2-
hidroxi-6-ox0-6-hexa fenil-2,4-diendico do que para acido 2-hidroxi-6-0xo0-6-hepta-2,4-

dienoico (composto de meta-clivagem do 3-metil-catecol).

Em 1998, OUCHIYAMA et al. publicaram o isolamento da cepa OMI de
Pseudomonas stutzeri, a partir do lodo ativado de uma planta de tratamento de
efluentes, que apresentou a rota de degradagdo de carbazol quase idéntica a das cepas
CA06 e CA10 (produgao dos metabdlitos 2’-amino bifenil-2,3-diol, 2-hidroxi-6-0x0-6-
(2°-amino fenil)hexa-2,4-diendico (HOADA) e acido antranilico). A cepa OM1 diferiu
das cepas CA06 e CA10 somente na via de degradacdo de catecol, pois no meio
reacional houve aparecimento do composto acido semialdeido-2-hidroxi-mucdnico
(composto oriundo da meta-clivagem do catecol). Os testes para a confirmagdao do
comportamento da via de degradagdo do catecol foram realizados através da técnica de
DNA recombinante utilizando a clonagem do fragmento de DNA atuante nesta etapa da

rota em Escherichia coli.

A cepa CDH-7 de Sphingomonas sp. isolada por KIRIMURA et al. (1999) de
amostras de solo, foi capaz de metabolizar o carbazol em amonia via acido antranilico
como produto intermediario. Este microrganismo degradou completamente em 50
horas, 500 mg+«L™" de carbazol em meio de crescimento, e quando aplicada técnica de
resting cells (técnica que utiliza as células para degradar o carbazol sem que haja
crescimento), 0 mesmo degradou em 4 horas. KIRIMURA et al. realizaram também um

teste de batelada alimentada com a técnica de resting cells adicionando 100 mg+L™ por
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10 vezes, obtendo uma conversao de 75,1% do carbazol em amodnia em 48 horas. Os
autores testaram ainda diferentes solventes para a fase organica do teste de resting cells,
observando que, para esta cepa, a degradacdo do carbazol diminui quando usados os
solventes p-xileno, tolueno e heptanol na quantidade de 20% em volume. Os
pesquisadores comentam que a degradagdo empregando a técnica de resting cells ¢
seletiva, por isso mais eficiente, nao verificando consumo de outros compostos
aromaticos (dibenzotiofeno, fluoreno e bifenil) presentes no meio de cultura. Os
pesquisadores descrevem que a cepa CDH-7 parece seguir a mesma rota proposta para a

cepa CA10.

A capacidade de biodegradagdo de carbazol foi também verificada na bactéria
Ralstonia sp. RJGIIL.123, isolada em uma planta de beneficiamento de carvdo por
SCHNEIDER et al. (2000). A cepa foi testada com concentragdes iniciais de 2 mg<L" e
500 mg+L" de carbazol, verificando que a mesma converte em CO, 80% da primeira
concentragdo inicial (menos de 1% permanece como carbazol) e 24% da segunda
concentragdo inicial (aproximadamente 70% permanece como carbazol) em 15 dias de
incubacdo. A identificagdo de metabolitos intermediarios indicou que a cepa também
segue rota das cepas de Pseudomonas sp. descritas por OUCHIYAMA et al. (1993). Os
pesquisadores comentam também sobre a importancia da elucidacao dos metabdlitos

desta rota para o biorrefino e para a biorremediacao.

A cepa GTINI11 de Sphingomonas sp. foi isolada por KILBANE II et al. (2002),
em uma planta de gas manufaturado, que clonaram fragmentos de DNA, confirmando a
existéncia de genes responsaveis pela degradacdo do carbazol. Diferentemente das
outras cepas descritas na literatura, a cepa GTIN11 expressa as enzimas da rota de
degradagdo de carbazol de forma constitutiva, ou seja, a cepa ndo tem que crescer em
contato com este substrato. Na técnica de resting cells a cepa se mostrou capaz de
degradar 95% do carbazol em 16 horas (concentracdo inicial de 2 mM), apresentando
uma atividade especifica a 37°C de 8,0 umoles de carbazol por minuto por grama de
célula seca. Os autores identificaram por homologia a presenca de 5 ORF's (open
reading frames) compostas por sequéncias de aminoacidos responsaveis pela expressao
das enzimas carbazol dioxigenase (ORF1), subunidades da 2,3-dihidroxi bifenil (ORF2

e ORF3), hidrolase do composto de meta-clivagem (ORF4) e componente ferridoxina
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(ORFS5). Com isto, e a presenga do metabolito acido antranilico, eles imaginam que a

cepa siga a mesma (ou muito similar) rota que as outras cepas descritas na literatura.

A enzima 2’-amino bifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase envolvida na rota de
degradagdo de carbazol da Pseudomonas sp. LD2 foi purificada por GIBBS et al.
(2003). Neste estudo foram determinados a temperatura (40°C) e o pH (8,0) 6timos para
a producdo enzimatica de 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-diendico (HOPDA) a partir
de 2,3-dihidroxi bifenil. Os pesquisadores determinaram ainda nesta cepa a atividade
especifica maxima de 48,1 mmol de HOPDA-min'+mg™ para o 2,3-dihidroxi bifenil,
obtendo também os valores de 5 uM, 37 uM, e 44mmol+min”'+mg™, para os pardmetros
do modelo de inibi¢do pelo substrato (constante de Michaelis-Menten (K,,), constante
de inibicao (Ks) e velocidade que a reagdo ocorre em altas concentracdes de substrato
(Vmax), respectivamente). GIBBS et al. mostraram que a 2’-amino bifenil-2,3-diol 1,2-
dioxigenase ¢ uma enzima de mefa-cleavagem relacionada com a familia das 4,5-
protocatechuate dioxigenase, e que apresenta desafios na purificacio devido a

instabilidade enzimatica intrinseca.

A cepa CP19 da espécie Sphingomonas sp. foi isolada e identificada por
BRESSLER ef al. (2003) como uma bactéria que segue uma rota de degradacao do
carbazol diferente (também havendo perda do poder calorifico) das demais cepas
encontradas na literatura devido ao acumulo de um metabolito amarelo durante seu
crescimento em carbazol (com ou sem a presenca de outra fonte de carbono). Este
composto foi identificado como 2-amino-fenoxazina-3-ona, um composto derivado de

2-amino fenol.

Diferentemente da maioria dos artigos publicados na literatura que focam no
processo microbiolégico em meio aquoso, LI et al. (2004) focaram seus estudos em
sistemas bifasicos devido ao carbazol ser encontrado na fase liquida ndo-aquosa. Para
isto, LI et al. (2004) isolaram a cepa Pseudomonas sp. XLDN4-9 de solos contaminados
e estudaram o efeito fisico-quimico de algumas fases liquidas ndo-aquosa na degradagao
do carbazol. Foi aplicada uma razdo fase organica/fase aquosa de 1:1 no sistema de
resting cells, verificando uma remogdo de 47% de 1g de carbazol, adicionado

inicialmente, em 1h. O uso de solventes pode ocasionar problemas de toxicidade, mas a
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adi¢ao do solvente tolueno, xileno, ciclohexano, hexano, heptano ou tetradecano, e de

oleo diesel ao sistema reacional, aumentou consideravelmente a degradacao de carbazol.

INOUE et al. (2005) isolaram diversas cepas de solo e lodo ativado similares as
bactérias Pseudomonas resinovorans CA10 e Sphingomonas sp. KA1, sendo também
isolada a cepa IC177 identificada como Nocardioides sp. (a primeira bactéria Gram-
positiva que foi isolada). Esta cepa apresentou capacidade de degradar 18% do carbazol
em 4 dias e 80% apos 30 dias a 30°C. Além disto, esta se mostrou capaz de acumular
acido antranilico no meio de crescimento, dando indicios de se valer da mesma rota da
Pseudomonas resinovorans CA10, e de metabolizar dibenzotiofeno-sulfona e antraceno

(CA10 nao metabolizou).

Os genes de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 usados na expressao de enzimas
para a degradacdo de carbazol foram clonados separadamente por LARENTIS (2005)
utilizando o sistema de recombinagdo sito-especifica, sendo expressos posteriormente
em Escherichia coli. O carbazol a uma concentracdo de 20 ppm foi degradado apds 15
horas de reagdo pela enzima CarA em Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), Fe(Il), NADH e FAD.
Além disto, LARENTIS obteve uma taxa de degradacdo de 0,53 mmoles-mg de
proteina™»min™' para a enzima CarB e de 1,09 mmolessmg de proteina”«min" para a
enzima CarC, a 35°C. As atividades foram medidas pela produgdo (CarB) e pelo
consumo (CarC) do composto dacido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-diendico
(HOPDA) partindo da concentragdo inicial de substrato de 100 mM na reagdo de resting
cells (células integras sem a necessidade de uso de cofatores). A pesquisadora descreve

que a cepa ATCC 31258 segue a mesma rota proposta para a cepa CA10.

A bactéria Arthrobacter sp. P1-1 foi isolada por SEO et al. (2006) de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Esta cepa se mostrou capaz
de degradar aproximadamente 82% de dibenzotiofeno (concentragao inicial de 40 mg:L’
" e 57% de carbazol (concentragio inicial de 40 mg«L") em 14 dias de incubagdo. Os
cinco metabolitos de carbazol detectados foram o éacido 4-(3-hidroxi-1H-indol-2-il)-2-
oxobut-3-endico, o acido 2-(2-carboxi-vinil)-1H-indol-3-carboxilico, o pirido-[1,2-a]-
indol-6,10-diona, o acido indol-2,3-dicarboxilico e¢ o acido 2-amino benzdico.

Avaliando os resultados, os pesquisadores sugeriram que na degradagdo a molécula de
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carbazol foi submetida a uma 3,4-dioxigenagdo seguida de orto- e meta-clivagem do

anel, chegando a 4cido antranilico.

LI et al. (2008) isolaram a cepa Klebsiella sp. LSSE-H2 (CGMCC No. 1624) a
partir de amostras de solo contaminado. Esta estirpe degrada eficientemente o carbazol
a partir de qualquer meio aquoso e bifasico (aquoso-organico), exibindo alta atividade
de desnitrogenizacdo e alto nivel de tolerancia ao solvente. Neste estudo, a bactéria
LSSE-H2 degradou completamente 12 mmol-L™" de carbazol em 56 horas de cultivo e
quando realizado uma co-cultura com Pseudomonas delafieldii R-8 partindo de
concentracdes conhecidas de carbazol (10 mmol<L™") e dibenzotiofeno (3 mmol-L™),

houve degradacdo de aproximadamente 92% do carbazol e 94% do dibenzotiofeno em

12 horas.

Em suma, os cultivos das cepas apresentadas na literatura e nesta se¢do para a
degradacdo do carbazol foram realizados em meios com diferentes concentracdes de
carbazol e nutrientes, mas todos com pH inicial de 7,0 e temperatura variando entre 28 e
30°C (o resumo destes trabalhos estd apresentado na Tabela II.1). Alguns trabalhos
comentam o aumento significativo da eficiéncia da degradagdo do carbazol com a
adicdo de surfactantes, como por exemplo, polioxietileno, monolaureato glicol e
dimetilsulféxido (DMSO), auxiliando na dispersdo do composto aromatico (aumento da
solubilizagdo), disponibilizando uma maior superficie do composto para a
biodegradagao (OUCHIYAMA et al., 1993, HISATSUKA E SATO, 1994, KIRIMURA
etal., 1999, GIBBS et al., 2003; LI et al., 2008).
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Tabela I1.1: Resumo dos artigos comentados.

Autores (ano)

Microrganismo

Degradagéo de
Isolado de
Carbazol

Observacgoes

OUCHIYAMA et al.
(1993)
HISATSUKA e SATO
(1994)
KOBAYASHI et al.
(1995)

GIEG et al. (1996)

SHOTBOLT-BROWN et
al. (1996)

SATO et al. (1997b)

OUCHIYAMA et al.
(1998)

Pseudomonas sp. CA06 ¢ CA10

Pseudomonas stutzeri ATCC31258

4 Pseudomonas sp., 2 Bacillus sp.,

1 Serratia sp. e 1 Escherichia coli.
Pseudomonas sp. LD2
Burkholderia cepacia (CB1),
Xanthamonas sp. (CB2) e

Sphingomonas sp. (CB3).

Pseudomonas sp. CA10

Pseudomonas stutzeri OM1

) Consumo total de 5,7 mM
Solo e Lodo ativado.

em 18 horas.
Consumo total de 10 g.L™'
Solo
em 4 dias.
Consumo de 30% de
Solo

1 g«L" em 28 dias.
) Consumo de 87% em
Solo contaminado por
24 horas e esgotando em

96 horas.

creosoto

Consumo de 80% em

20 horas.

Solo e Sedimentos

contaminados por esgoto.

Nio isolado Nio avaliado

Lodo ativado Nao avaliado

Formagao de acido antranilico por meta-clivagem e
consumo de catecol por orto-clivagem.
Actmulo de 4cido antranilico e verificagdo do efeito
de surfactantes ndo-idnicos.
Microrganismos atuantes em limitacdo de O, ou em
ambiente anaerobio.

Formagdo de acido antranilico, catecol e acido indol-
3-acético (via adi¢do intramolecular do tipo

Michael).

Uso de DMSO e rota similar ao da cepa
Pseudomonas sp. CA10.

Clonagem do fragmento de DNA que codifica as
enzimas de meta-clivagem e de hidrélise do
composto meta-clivado.

Rota de degradagdo de carbazol similar a das cepas
CA06 e CA10, com formagdo de acido semialdeido-
2-hidroxi-mucoénico (composto meta-clivado de

catecol).
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Tabela I1.1: Resumo dos artigos comentados (continuagao).

Autores (ano)

Microrganismo

Isolado de

Degradagéo de

Carbazol

Observacgoes

KIRIMURA et al. (1999)

SCHNEIDER et al.
(2000)

KILBANE 1I et al. (2002)

GIBBS et al. (2003)

BRESSLER et al. (2003)

LI et al. (2004)

INOUE et al. (2005)

Sphingomonas sp. CDH-7

Ralstonia sp. RIGII.123

Sphingomonas sp. GTIN11

Pseudomonas sp. LD2

Sphingomonas sp. CP19

Pseudomonas sp. XLDN4-9

Pseudomonas resinovorans CA10,

Sphingomonas sp. KAl e
Nocardioides sp. IC177

Solo

Planta de beneficiamento

de carvao

Planta de gas

manufaturado

Nio isolado

Solo

Solos contaminados

Solo e Lodo ativado

Consumo total de
500 mg+L" em 50 horas
no crescimento e em
4 horas no resting cells.
Converte 80% de 2 mg.L™
e 24 % de 500 mg.L"' em
CO,.

Consumo de 95% em
16 horas.

Nao avaliado

Nao avaliado

Consumo de 47% em

1 hora.

Consumo de 18% em

4 dias e 80% apos 30 dias.

Acumulo de amonia via acido antranilico e redugdo
de 20% na degradagdo usando os solventes p-xileno,

tolueno e heptanol.

Identificacdo dos mesmos metabdlitos da rota de

OUCHIYAMA et al. (1993).

A presenga de acido antranilico e a identificagdo de 5
ORF’s indica que a rota ¢ similar a da cepa
Pseudomonas stutzeri OMI1.

A enzima estudada ¢ de meta-cleavagem relacionada
a familia das 4,5-protocatechuate dioxigenase.
Segue uma rota de degradacdo do carbazol diferente
das cepas obtidas na literatura.

Estudo do efeito fisico-quimico de algumas fases
liquidas ndo-aquosa na degradacdo do carbazol.
Unica bactéria Gram-positiva que é capaz de

metabolizar também dibenzotiofeno-sulfona e

antraceno.
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Tabela I1.1: Resumo dos artigos comentados (continuagao).

Autores (ano)

Microrganismo Isolado de

Degradagéo de
Carbazol

Observacgoes

LARENTIS (2005)

SEO et al. (2006)

LI et al. (2008)

Pseudomonas stutzeri ATCC )
Nao isolado

31258
Ambientes contaminados
Arthrobacter sp. P1-1 por hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos
Klebsiella sp. LSSE-H2 Solo contaminado

Consumo de 20 ppm em

15 horas.

Consome 82% de
dibenzotiofeno e 57% de
carbazol em 14 dias.

Consumo total de

12 mmolL" em 56 horas.

Estudo de clonagem e expressdo de DNA com
confirmagdo de que a bactéria codifica as mesmas
enzimas CarA, CarB e CarC da rota proposta para a
cepa CA10.

Degradagdo de carbazol submetida a uma 3,4-
dioxigenacao seguida de orto- e meta-clivagem do
anel, e chegando a acido antranilico.
Degradagao de 92% do carbazol e 94% do

dibenzotiofeno em 12 horas com co-cultura.
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11.3- ROTA DE DEGRADACAO DO CARBAZOL

OUCHIYAMA et al. em 1993 foram os primeiros a propor uma rota de
biodegradacao para o composto carbazol, o qual ¢ usado como tunica fonte de carbono e
nitrogénio no crescimento de alguns microrganismos, como por exemplo, as bactérias
Pseudomonas sp. CA06 ¢ CA10. OUCHIYAMA et al. (1993), através da identificacio
dos metabolitos intermedidrios encontrados no crescimento das bactérias citadas
anteriormente ¢ da comparacdo com rotas de degradacdo de outros compostos
aromaticos, prop0s uma rota para este processo bioldgico e que esta apresentada na
Figura II.2. A rota proposta por OUCHIYAMA et al. (1993) serviu como base para
diversos estudos descritos na literatura sobre este assunto, como por exemplo, nos
trabalhos de GIEG et al. (1996), SHOTBOLT-BROWN et al. (1996), SATO et al.
(1997a e 1997b), OUCHIYAMA et al. (1998), KIRIMURA et al. (1999), SCHNEIDER
et al. (2000), NOJIRI et al. (2001a), NAKAGAWA et al. (2002) e LARENTIS (2005),
que comentam a provavel utilizagdo desta mesma via de degradacdo de carbazol

demonstrada na Figura I1.2 por seus respectivos microrganismos.
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Figura 11.2: Rota genérica completa de degradacao de carbazol baseada nas propostas de OUCHIYAMA
et al. (1993), GIEG et al. (1996), SHOTBOLT-BROWN et al. (1996), SATO et al. (1997a e 1997b),
OUCHIYAMA et al. (1998), KIRIMURA et al. (1999), SCHNEIDER et al. (2000), NOJIRI et al.
(2001a), NAKAGAWA et al. (2002) e LARENTIS (2005), para os respectivos microrganismos utilizados

(TCA indica o ciclo do acido tricarboxilico).

24



Para bactérias, isoladas e descritas na literatura, capazes de metabolizar o
carbazol, a rota proposta de degradacdo tem como parte principal a etapa inicial da
reacdo onde ocorre a dioxigenacdo do composto complexo na posi¢cdo angular adjacente
ao atomo de nitrogénio presente na molécula, convertendo assim o carbazol em 2’-
amino bifenil-2,3-diol (BENEDIK et al., 1998; NOJIRI et al., 1999; NOJIRI e OMORI,
2002). Segundo SATO et al. (1997a e 1997b), muitas bactérias se mostram capazes de
expressar dioxigenases, mas nem todas essas enzimas possui a habilidade de atacar a

ligagdo adjacente ao 4&tomo de nitrogénio.

Ja o composto 2’-amino bifenil-2,3-diol ¢ transformado em &cido 2-hidroxi-6-oxo-
6-(2’-amino bifenil)-hexa-2,4,diendico através de um ataque na posicdo meta do anel
que contém as hidroxilas e, logo em seguida, hidrolisado a acido antranilico e acido 2-
hidroxipenta-2,4-diendéico (SATO et al, 1997b). O 4cido antranilico formado ¢
convertido em catecol por uma enzima de dioxigenagdo, removendo o nitrogénio
heteroatdmico, e o acido 2-hidroxipenta-2,4-diendico ¢ convertido por trés reacdes de
meta-clivagem em acetil coenzima A que ¢ utilizado no ciclo do acido tricarboxilico

(NOJIRI et al., 2001b).

O catecol formado na dioxigenagdo do acido antranilico pode ser metabolizado
tanto via meta-clivagem (OUCHIYAMA et al.,, 1998), quanto via orfo-clivagem,
através da rota f-cetoadipato, com a formagdo de compostos catalisados por enzimas
expressas pelos genes catBCA e catR (NOJIRI et al., 2002). A ocorréncia da orto-
clivagem do catecol pelas bactérias Pseudomonas spp. CA06 e CA10, o que resulta na
formagdo do acido cis,cis-muconico (OUCHIYAMA et al., 1993), e a ocorréncia da
meta-clivagem do catecol pela bactéria Pseudomonas stutzeri sp. OM1, o que resulta na
formag¢dao do 4cido semialdeido-2-hidroxi-mucénico (OUCHIYAMA et al., 1998),
permitem a obtengdo de energia para o crescimento celular através da insercdo dos

metabolitos formados no ciclo do TCA.

Além da distingdo destas duas vias, algumas cepas podem apresentar também
outra diferenca na rota de degradacdo do carbazol. Bactérias como a Pseudomonas sp.
LD2 sdo capazes de expressar enzimas dioxigenase que atuam diferentemente da
dioxigenase angular, possibilitando a formagao de outro composto intermediario que € o

acido indol-3-acético (GIEG et al., 1996).
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I1.4 — ENZIMAS DA ROTA DE DEGRADACAO DO CARBAZOL

A degradagdo biologica de compostos nitrogenados encontrados em petroleo e
derivados, mais especificamente o carbazol que ¢ usado como molécula modelo, esta
sendo amplamente estudada, possibilitando o entendimento da sequéncia genética
localizada no genoma das bactérias capazes de expressar as enzimas responsaveis pela

rota de degradagdo do carbazol e do funcionamento destas enzimas.

Em sua maioria, as cepas com capacidade de degradacdo de carbazol expressam
trés enzimas, CarA, CarB e CarC (expressas pela “leitura” dos genes do operon car),
que sdo capazes de transformar o carbazol em &cido antranilico via 2’-amino bifenil-
2,3-diol através de dioxigenagao angular, dioxigenacao de meta-clivagem e hidrolise do
produto da meta-clivagem, respectivamente (SATO et al., 1997a; SATO et al., 1997b;
NOJIRI et al., 2001a; LARENTIS, 2005). A outra parte das bactérias com esta
capacidade converte o carbazol em 4cido antranilico via compostos inddlicos, como
registraram SEO et al. (2006). Estes propuseram que esta rota segue uma 3,4-
dioxigenacdo do carbazol, seguido de orfo- e meta-clivagem do carbazol 3,4-diol,
ambas formando indol-2,3-diol que passa a &cido 2-carboxil-amino benzodico e
posteriormente 4cido antranilico (ndo foram identificados os genes e as enzimas

atuantes).

A transformacdo do acido antranilico em catecol com liberacio de amonia ¢
realizada pela enzima multicomponente expressa pelo cluster de genes antABC
localizado no 16cus ant do genoma bacteriano. Estes genes ant codificam a antranilato
dioxigenase. BUNDY et al. (1998) estabelecem que os genes antABC da antranilato
dioxigenase sdo evolutivamente relacionados com a classe IB de sistemas enzimaticos

dihidroxilados.

J& o catecol formado na dioxigenacdo do 4cido antranilico pode ser metabolizado
via orto- ou meta-clivagem, através da rota f-cetoadipato, por enzimas codificadas
pelos operons catR e catBCA (OUCHIYAMA et al., 1998; NOJIRI et al., 2002). Em

Pseudomonas resinovorans CA10 foram deduzidas as sequéncias de aminoacidos
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responsaveis pelos 4 ORF’s existentes no genoma desta bactéria que apresentaram alta
identidade com cis,cis-muconato cicloisomerase (CatB), muconolactona J-isomerase
(CatC), regulador positivo do operon cat (CatR) e catecol 1,2-dioxigense (CatA),
responsaveis pela utilizacdo do catecol como substrato celular. As Proteinas Cat da cepa
CA10 foram muito semelhantes as encontrada na P. putida, embora o parentesco em
regides nao codificantes tenha sido elevado. Foi verificado ainda que os genes catBCA
foram induzidos em carbazol para a produgdo de células como uma tUnica unidade de

transcri¢ao (NOJIRI et al., 2002).

O estudo dos genes responsaveis pela degradacao do carbazol pelas bactérias
Pseudomonas sp. CA10 (SATO et al., 1997a; SATO et al., 1997b) e Pseudomonas
stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998) foi realizado através de digestdes parciais e
totais para a criagdo de uma biblioteca de DNA’s, além de empregar diferentes enzimas
de restricdo. No caso do estudo do operon da bactéria Sphingomonas sp. CB3
(SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998) foi empregada a técnica de PCR para a

obtencao dos genes envolvidos na degradagdo de carbazol.

11.4.1 — Carbazol dioxigenase

A etapa inicial da degradacdo de carbazol, proposta para a cepa CA10 de
Pseudomonas sp., ocorre através da acgdo catalitica da enzima carbazol 1,9a-dioxigenase
(CarA) na posicao angular adjacente ao a&tomo de nitrogénio. Nesta oxigenagao acontece
a formagdo de um composto intermediario dihidroxilado que ¢ convertido
espontaneamente em 2’-amino bifenil-2,3-diol (Figura II.3) (SATO et al., 1997b,
BENEDIK et al., 1998). A rota proposta para a cepa CB3 de Sphingomonas sp.
apresenta de maneira diferente 0 mesmo processo da cepa CA10, com a codificagdo de
uma enzima dihidrodiol desidrogenase do operon car que atua em conjunto com a
carbazol dioxigenase (CarA) na conversdo do carbazol em 2’-amino bifenil-2,3- diol

(SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998).
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Figura I11.3: Mecanismo de conversdo microbiologica de carbazol em 2’-amino bifenil-2,3-diol pela agédo
da enzima carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA) passando por um composto intermediario instavel
(modificado de BENEDIK ef al., 1998). Rota proposta para a cepa CA10 de Pseudomonas sp. por SATO
etal., (1997b).

As enzimas oxigenases sdo capazes de incorporar diretamente um ou dois dtomos
de oxigénio (mono- ou dioxigenases, respectivamente) da atmosfera, utilizando-o como
cossubstrato (WACKETT, 2002). Isto ocorre comumente em bactérias com sistemas
multicomponentes, in vivo, como etapa inicial da degradacao de substratos aromaticos e
hidrocarbonetos (NOJIRI ef al., 1999, WACKETT, 2002). Um dos modos de
degradacdo de compostos aromaticos ¢ a dioxigenagdo angular (dioxigenacdo na
posicdo lateral) microbiologica. A comparagdo da especificidade de substratos,
juntamente com a analise filogenética, sugere que este modo de dioxigenagdo, com
ataque da posicdo angular, seja originado do relaxamento da especificidade de
substratos da familia das oxigenases de Rieske com ferro localizado na posi¢do de

grupamento nao-heme (NOJIRI ef al., 2001Db).

As dioxigenases que possuem agregados ferro-enxofre ([2Fe-2S]) do tipo Rieske,
coordenados por duas histidinas e duas cisteinas, apresentam estrutura ¢ mecanismo de
atuacdo distintos das demais enzimas com agregados ferro-enxofre, como por exemplo
as do tipo planta, que apresentam quatro cisteinas ligantes aos atomos de ferro. As que
possuem centros de Rieske tém maior potencial redox, o que melhora o controle do

fluxo de elétrons durante o ciclo catalitico da oxigenase.

Estas dioxigenases multicomponentes que possuem dominio de Rieske empregam
piridina nucleotideo reduzida como fonte inicial de elétrons para a ativagdo do oxigénio
molecular. Estes elétrons migram para um centro do tipo [2Fe-2S] em um componente
protéico que contém um cofator flavina adenina dinucleotideo (FAD), que ¢ usado

como interruptor redox da passagem de elétrons, ou em uma componente ferrodoxina
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separada. Em uma ultima instancia, os elétrons sdo transferidos ao componente da
dioxigenase que contém o dominio com agregado [2Fe-2S] de Rieske e o centro de ferro

mononuclear (WACKETT, 2002).

As oxigenases terminais sdo constituidas por proteinas ferro-enxofre ([2Fe-2S])
com agregado de Rieske [2Fe-2S] e ferro mononuclear, apresentando como cadeia de
transporte de elétrons uma ou duas subunidades separadas, sendo a caracterizacao destas
subunidades a diferenciacdo entre os trés grupos de dioxigenases multicomponente
envolvidas na hidroxilagdo de anéis substratos aromaticos (NAM et al., 2001,
WACKETT, 2002). O grupo IA contém a subunidade redutase com dominios flavina
mononucleotideo (FMN) e ferro-enxofre de planta, e o grupo IB também contém este
agregado ferro-enxofre, mas apresentando o dominio FAD. O grupo II de dioxigenases
¢ formado por uma subunidade redutase com dominio FAD e uma subunidade
ferrodoxina, apresentando o subgrupo IIA com agregado [2Fe-2S] de planta e o
subgrupo IIB com o de Rieske. Ja o grupo III apresenta o componente redutase com
dominios FAD e quatro cisteinas ligantes aos atomos de ferro ([2Fe-2S]), e o
componente ferrodoxina com duas cisteinas e duas histidinas ligantes ao atomo de ferro
([2Fe-2S]). As enzimas carbazol 1,9a-dioxigenase e naftaleno dioxigenase de

Pseudomonas sp. estao classificadas no grupo III.

Devido as discrepancias apresentadas nesta classificacdo das dioxigenases
multicomponente, NAM et al. (2001) propuseram uma nova classificagdo baseada na
homologia das sequéncias dos aminoacidos das subunidades. Tanto a subunidade o

.quanto a B influenciam na interacdo enzima-substrato. Na subunidade o, da componente
oxigenase terminal destas enzimas, localiza-se o sitio ativo metéalico e ¢ o componente
que determina a especificidade do substrato, tendo um papel critico no reconhecimento
do substrato. J4 a subunidade P, das oxigenases ndao tem um papel significativo na
determinagdo da especificidade das enzimas, aparentando ter somente um papel
estrutural na holoenzima, mas ainda sendo essencial para atividade enzimatica. Além
disto, estudos encontrados na literatura sugerem que um unico componente redutase e
ferrodoxina pode atuar em combinagdo com um grande numero de diferentes
componentes dioxigenases de Rieske (WACKETT, 2002). Assim sendo, as subunidades

_idénticas (homomultimeros) estdo classificadas no grupo I, enquanto as subunidades
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ndo-idénticas o (maior) e § (menor), heterodimeros, estdo classificadas nos grupos II, II1

elV.

Como a carbazol 1,9a-dioxigenase ndo apresenta a subunidade P, esta estd
classificada no grupo I de dioxigenases multicomponente envolvidas na hidroxilagao de
anéis substratos aromaticos (NAM et al., 2001). Segundo NAM et al. (2001), ambas as
classificagdes podem ser utilizadas para expressar tanto a afiliacdo filogenética quanto
os aspectos bioquimicos da enzima, especialmente a cadeia de transporte de elétrons,

servindo como formas complementares.

A enzima com capacidade de degradacdo do carbazol identificada na cepa CA10
de Pseudomonas sp. ¢ uma dioxigenase de trés componentes codificada por trés
diferentes ORF’s localizados no operon car do genoma bacteriano (SATO et al.,
1997b). As sequéncias de nucleotideos relacionadas com a a¢do da carbazol 1,9a-
dioxigenase localizadas no operon car foram denominadas carAda, carAc e carAd por
SATO et al. (1997b) e apresentam, respectivamente, aproximadamente 30% de
homologia com as maiores subunidades dos componentes terminais de outras
oxigenases; 60% de homologia com os componentes ferrodoxina das dioxigenases
envolvidas na degradagdo de clorobenzeno e tolueno por diferentes géneros de
Pseudomonas e da bifenil dioxigenase de Rhodococcus sp.; e 50% de homologia com
componentes ferrodoxina redutases de diferentes Pseudomonas que compdem sistemas
monoxigenases que degradam tolueno e alquenos, assim como da naftaleno dioxigenase

(SATO et al., 1997b; NOJIRI E OMORI, 2002).

O gene carAa, que possui a sequéncia consenso de proteinas ferro-enxofre do tipo
Rieske e que estd relacionado com dois ORF’s do operon car que apresentam
sequéncias idénticas de nucleotideos (diferindo somente em uma base localizada na
regido ndo codificante), ¢ indispensavel para a metabolizacdo do carbazol. A reagdo de
degradac¢do ndo necessita de ambos os ORF’s para ocorrer, uma vez que nido foram
verificadas diferencgas significativas na atividade da enzima pela presenca do gene
duplicado. A expressao deste gene em Escherichia coli resultou na expressao de uma
proteina com 43kDa, sendo proposto um modelo por homologia desta estrutura

trimérica que apresentou energias de residuos aceitaveis e 95% dos residuos situados em
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angulos espacialmente possiveis, de acordo com os graficos de Ramachandran (SATO

et al., 1997b; NOJIRI E OMORI, 2002; LARENTIS et al., 2006b).

O gene carAc também apresenta a sequéncia de proteinas ferro-enxofre de Rieske.
Isto indica que este ORF da cepa CA10 de Pseudomonas sp. codifica a subunidade
ferrodoxina da dioxigenase CarA (SATO et al., 1997b). A estrutura cristalografica,
determinada por NAM et al. (2005), composta por trés folhas-f, desta subunidade
comprova que seu enovelamento ¢ altamente semelhante ao componente ferrodoxina da
bifenil dioxigenase da bactéria Burkholderia cepacia, apresentando diferengas na
distribuicao de cargas superficiais. J4 o gene carAd apresenta a sequéncia de proteinas
ferro-enxofre de planta e estd localizado perto da posicdo N-terminal. Além disto,
também sdo encontradas neste gene as sequéncias envolvidas na ligacdo de FAD e NAD
na posicdo C-terminal, ¢ na codificagdo do componente ferrodoxina redutase da
provavel sequéncia de aminoacidos da carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA). A expressao
dos genes carAc e carAd em Escherichia coli resultou, respectivamente, em proteinas

com 11 e 36kDa (SATO et al., 1997b; LARENTIS, 2005).

A purificagdo do sistema e a caracterizagdo dos componentes CarAa, CarAc e
CarAd da carbazol 1,9a-dioxigenase de Pseudomonas resinovorans CA10 (NAM et al.,
2002a; NAM et al., 2002b) foram utilizadas para propor, baseado no mecanismo
apresentado por WACKET (2002), a fun¢do de cada um dos componentes de forma
similar ao que acontece com as demais enzimas expostas na literatura (Figura 2.4). De
acordo com estes trabalhos, os mondmeros carAc e carAd funcionam, respectivamente,
como componentes ferrodoxina e ferrodoxina-redutase no transporte de elétrons de
NADH para o componente oxigenase terminal (carAa purificado na forma de
homotrimero) (NAM et al., 2002a, NAM et al., 2002b). Para que ocorra a conversao do
carbazol em 2’-amino bifenil-2,3-diol pela enzima carbazol dioxigenase ¢ necessario
que haja a coexisténcia de todas as subunidades (SATO et al., 1997a; SATO et al.,
1997b).
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Figura 11.4: Esquema modificado dos componentes e fungdes das subunidades da enzima carbazol 1,9a-
dioxigenase para a conversdo do carbazol em 2’-amino bifenil-2,3-diol através do mecanismo de

transferéncia de elétrons proposto por NAM et al. (2002b).

Comparando as dioxigenases identificadas nas cepas CB3 de Sphingomonas sp. e
CA10 de Pseudomonas sp. (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b; SHEPHERD E
LLOYD-JONES, 1998), ¢ possivel notar que apesar de ambas serem composta por trés
componentes, elas apresentam baixa homologia. A carbazol oxigenase da cepa CB3 ¢
codificada por quatro genes (cardaAbAcAd), sendo que o componente oxigenase
terminal ¢ composto por duas subunidades codificadas pelos genes cardaAb,
diferentemente da carbazol 1,9a-dioxigenase da cepa CA10 que ¢ formada e codificada
por apenas uma subunidade e pelo gene carda. O gene carda da cepa CB3 codifica a
subunidade maior (o) do componente ferro-enxofre e agregado de Rieske [2Fe-2S], com
os residuos conservados de cisteina e histidina, enquanto car4b codifica a subunidade
menor () do componente ferro-enxofre. O gene carAc apresenta homologia com as
subunidades ferrodoxinas de dioxigenases da cepa CA10 e conserva a ligagao de Rieske
[2Fe-2S]. O gene carAd codifica a subunidade redutase e a sequéncia de aminoacidos
referente a proteinas associadas a membranas (LARENTIS, 2005). Apesar da
dioxigenase da cepa CB3 ser capaz de degradar carbazol, ndo houve evidéncias de que
esta enzima CarA catalise um ataque por uma dioxigena¢do angular (NOJIRI et al.,

2001b).
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Os resultados de oxidacdo de diferentes substratos pela enzima carbazol 1,9a-
dioxigenase (CarA) apresentados por SATO et al. (1997b), mostram sua capacidade de
oxidacdo de uma grande variedade de compostos poliaroméaticos, como por exemplo, o
dibenzo-p-dioxina, fenoxazina, fenotiazina, bifenil, fenantreno e antraceno, além do
carbazol, apresentando com conversdes superiores a 90% do substrato. Esta enzima
também ¢ capaz de degradar dibenzofurano, fenoxantina, xanteno e naftaleno, com
médias conversdes, mas nao catalisa a rea¢ao de fenazina. Além disto, a enzima CarA
catalisa diversos tipos de oxigenacgdes atipicas dentre enzimas descritas na literatura,
como a dioxigenagdo angular, cis-dihidroxilagdo e mono-oxigenacdo, sendo que
dioxigenacdo angular somente ocorre na posi¢ao adjacente a atomo de oxigénio e

nitrogénio (NOJIRI et al., 1999).

11.4.2 — Dioxigenase de meta-clivagem

Na segunda etapa da rota de degradacdo de carbazol, a abertura do anel
hidroxilado do composto 2’-amino bifenil-2,3-diol ¢ catalisada por uma enzima de
dioxigenase que ¢ codificada de diferentes maneiras nos microrganismos usados para
esta degradacdo e que atua na posicdo meta do anel hidroxilado, transformando esta
molécula bifenilica em outra denominada acido 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-amino fenil)-
hexa-2,4-diendico (HOADA) (SATO et al. 1997a; SHEPHERD E LLOYD-JONES,
1998).

As dioxigenases envolvidas na quebra das ligagdes entre carbonos de anéis
aromaticos sdo enzimas metalo-dependentes e estdo divididas em intradiol e extradiol
dioxigenases, diferindo na forma de atuac¢ao no anel (forma diferentes produtos a partir
da mesma molécula) e no estado de oxidacdo do ferro presente no sitio ativo. As
intradiol dioxigenases apresentam o ion férrico nao-heme em seu sitio ativo e catalisam
a clivagem do anel aromatico entre os grupamentos hidroxila vicinal do anel catecol
(clivagem na posicdo orto), enquanto as extradiol dioxigenases apresentam o ion ferroso
também na posi¢ao nao-heme no sitio ativo e catalisam a clivagem do anel aromatico na
posi¢do adjacente aos grupos vicinais hidroxila (clivagem na posicdo meta)

(SUGIMOTO et al., 1999; IWATA et al., 2003).

33



Foram identificadas e descritas na literatura trés classes de extradiol dioxigenases.
As classes I e I apresentam estruturas primarias similares, aparentando possivelmente
que as enzimas da classe II evoluiram por duplicagdo genética a partir das enzimas da
classe I, figurando dois dominios com praticamente o mesmo padrdo. As classes II e I1I
nao compartilham nenhuma similaridade a nivel sequencial ou estrutural, entretanto, os
sitios ativos destas classes mostram caracteristicas comuns que sugerem O mesmo
mecanismo reacional (SUGIMOTO et al., 1999; IWATA et al., 2003; IWATA et al.,
2004). Neste mecanismo, ambos os grupamentos hidroxila do anel se coordenam com o
Fe(I) do sitio ativo em uma geometria trigonal bipiramidal, com uma posterior ligagao
do oxigénio molecular ao ion ferroso e a transferéncia de elétrons do anel para o
oxigénio molecular. Esta transferéncia resulta na quebra da ligacdo O=O ataque da

ligacdo entre carbonos do anel aromatico do substrato (SUGIMOTO et al., 1999).

A enzima 2’-amino bifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase (CarB) ¢ codificada pelos
genes carBa e carBb, estao localizados um ap6s o outro no operon car de Pseudomonas
sp. CA10, e sdo indispensaveis para a atividade da enzima (SATO et al., 1997a). Na
sequéncia de aminodcidos nomeada como carBb foi identificada a conservagdo de
residuos de histidina considerados essenciais para os sitios ativos, podendo haver a
constituicdo um sitio de coordenacao para um cofator de ferro sem configuragdo heme
na estrutura. As duas subunidades da enzima foram expressas em Escherichia coli
obtendo tamanhos moleculares de 10kDa para CarBa e 29kDa para CarBb (com maior
quantidade da segunda subunidade). Além disto, com a modelagem comparativa
(modelagem por homologia) foram produzidos modelos consistentes de ambas as
subunidades, sendo construida uma estrutura heterotetramérica do tipo a3, para a CarB

(IWATA et al., 2003; LARENTIS et al., 2005; LARENTIS et al., 2006a).

A atividade de meta-clivagem sobre o substrato 2’-amino bifenil-2,3-diol da
enzima CarB da cepa CA10 de Pseudomonas sp. foi testada e comprovada utilizando o
andlogo do composto 2,3-dihidroxi bifenil, mostrando alta especificidade apods o teste
com outros substratos, como por exemplo, o catecol, o 3-metilcatecol e o 4-metilcatecol
(SATO et al., 1997a; IWATA et al., 2003). A atividade de meta-clivagem de CarB
mostrou consumo rapido do oxigénio molecular com producdo simultinea do composto
meta-clivado resultante da reacdo (coloragdo amarela). Alguns pesquisadores

consideram ainda indeterminada a localizacdo do sitio de ligagdo do oxigénio e de
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reconhecimento do substrato, mas sugerem que o sitio ativo da enzima esta localizado
na subunidade CarBb, conforme a indicagdes da estrutura obtida pela modelagem por

homologia (LARENTS, 2005; LARENTIS et al., 2006a).

A enzima de Pseudomonas sp. LD2 apresentou duas subunidades de tamanhos
8kDa e 25kDa (CarBa e CarBb, respectivamente), em uma estrutura oyf3;-
heterotetramérica de 70kDa, com carater hidrofobico e com estabilidade muito limitada
(GIBBS et al., 2003). Na cepa CB3 de Sphingomonas sp., o gene carC foi caracterizado
como sendo o responsavel pela codificagdo da enzima de meta-clivagem que catalisa o
composto 2’-amino bifenil-2,3-diol. Esta enzima foi descrita como sendo uma extradiol

dioxigenase (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998).

Entre as cepas Pseudomonas sp. CA10 e Pseudomonas stutzeri OMI1 foi
verificada alta homologia de suas enzimas de meta-clivagem, indicando que ambas sao
codificadas pelos mesmos genes (OUCHIYAMA et al., 1998). Estes resultados revelam
que estas enzimas apresentam especificidade muito mais alta para a degradacdo de
substratos com a estrutura do tipo bifenil dihidroxilados (como por exemplo, 2’-amino
bifenil-2,3-diol e 2,3-dihidroxi bifenil) do que para compostos derivados de catecol
(presenga de somente um anel aromadtico) (SATO et al., 1997a: SHEPHERD E
LLOYD-JONES, 1998; IWATA et al., 2003; GIBBS et al., 2003), e que ambas
pertencem a classe III das extradiol dioxigenases (IWATA et al., 2003; GIBBS ef al.,
2003).

11.4.3 — HOADA hidrolase

A terceira etapa da rota de degradagdo de carbazol € correspondente a conversao
do acido 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-aminofenil)-hexa-2,4-diendico (HOADA) em acido
antranilico e 4cido 2-hidroxipenta-2,4-dienoico realizada pela enzima CarC. Nesta parte
da degradacdo do carbazol ocorre uma hidrolise da molécula de HOADA por uma
enzima hidrolase (HOADA hidrolase) que cliva hidroliticamente, através de um tipo
raro de reagdao, uma ligacao entre atomos de carbono. Este grupo de hidrolases atua
sobre ligagdes entre carbonos de substratos cetonicos, sendo classificadas como grupo
E.C. 3.7.1. A especificidade de substratos e as taxas de degradacdo das hidrolases, em

muitos casos, determinam a capacidade de suas respectivas rotas catabdlicas,
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conferindo-lhes um papel decisivo como o proposto para a CarC na rota de degradagdo

de carbazol (FUSHINOBU et al., 2002, RIDDLE et al., 2003b; NOJIRI et al., 2003).

As hidrolases s@o caracterizadas pela conservacao de uma estrutura tridimensional
com um enovelamento do tipo o/p, embora apresentem baixa similaridade sequencial
(NANDHAGOPAL et al., 2001, RIDDLE et al., 2003b). Esta estrutura a/B encontrada
neste tipo de hidrolases as confere um diferente mecanismo enzimatico devido a
presenca de uma triade catalitica com a configuracdo de residuos nucleofilico-acido-
histidina. A etapa inicial desta reagdo de hidrdlise consiste em um ataque nucleofilico,
com uma subsequente clivagem por agua do intermediario formado. A fungdao do

residuo acido e da histidina € ativar a molécula de 4gua (LARENTIS, 2005).

De acordo com o substrato preferencial das hidrolases, estas podem ser divididas,
segundo suas caracteristicas, em grupos I, II, IIl e IV. No grupo I estdo as hidrolases
envolvidas na degradacao de compostos aromaticos biciclicos, como o carbazol e o
bifenil, enquanto o grupo II é representado por uma tUnica hidrolase envolvida na
degradagdo do acido 3-hidroxifenilpropionico. Além destas, no grupo III, onde esta a
maior parte das hidrolases, estdo as enzimas envolvidas na biodegradagdo de compostos
monociclicos com cadeias alquil laterais curtas, como tolueno, xileno e
isopropilbenzeno. Ja o grupo IV, o mais heterogéneo, ¢ composto por hidrolases, como
as carboxilesterases e as enol-lactona hidrolases envolvidas em rotas catabolicas com
orto-clivagens, e epoxido hidrolases, que degradam ligagdes carbono-heterodtomo,
conservando a triade catalitica serina-aspartato-histidina (NOJIRI et al., 2003; HABE et
al.,2003).

Apesar da CarC encontrada em diversas cepas apresentar maior similaridade
sequencial com as hidrolases do grupo III, como indicado pela arvore filogenética
descrita por NOJIRI et al. (2003), elas se mostram também similares as enzimas do
grupo 1. As enzimas CarC apresentam caracteristicas intermediarias entre ambos os
grupos ¢ devido as diferencas nas especificidades por substratos, poderiam ser

classificadas como um novo grupo de hidrolases (NOJIRI ef al., 2003).

O gene carC apresentou uma traducdo desta sequéncia com cerca de 30% de

identidade com hidrolases de compostos meta-clivados presentes em algumas bactérias.
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Isto sugere que as enzimas subsequentes devam ser mais relacionadas com enzimas
correspondentes a outras rotas de degradacao de aromaticos do que com a enzima CarA
(NORUI et al., 2003). SATO et al. (1997b) confirmaram a presenga de uma sequéncia
de aminodcidos altamente conservada nas hidrolases que apresenta uma estrutura do
tipo /P, aproximando-se mais da enzima homodimérica da hidrolase de Pseudomonas
fluorescens P01 (FUSHINOBU et al.,, 2002) pertencente ao grupo III do que da
estrutura octamérica da hidrolase de Rhodococcus sp. RHA1 (NANDHAGOPAL et al.,
2001) pertencente ao grupo I.

Os genes carC de Pseudomonas sp. CA10 (SATO et al., 1997b) e LD2 (RIDDLE
et al., 2003b) apresentaram homologia de 98% e identidade completa para a proteina
CarC de ambos os microrganismos. A estrutura cristalografica de CarC da cepa J3 de
Janthinobacterium sp. foi determinada por HABE et al. (2003), corroborando que a
enzima dimérica ¢ formada por dois mondmeros assimétricos com uma forte interagao

entre si, o que se da pela presencga de folhas-§ antiparalelas nas duas subunidades.

A enzima HOADA hidrolase da cepa CA10 foi expressa em Escherichia coli por
SATO et al. (1997b), apresentando uma massa molecular de 32kDa. Na cepa LD2 de
Pseudomonas sp., RIDDLE et al. (2003b) purificou e indicou a existéncia desta mesma
enzima através da degradagdo do 4acido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-diendico
(HOPDA) (produto da dioxigenagdo de meta-clivagem de 2,3-dihidroxi bifenil, um
composto analogo ao 2’-amino bifenil-2,3-diol, que faz parte da rota de degradagdo de
carbazol), verificando a forma de um homodimero com atuacdo em uma faixa de pH
entre 7,0 e 9,0 (atividade 6tima para HOPDA em pH 7,0 e em temperatura de 58°C),
sem o requerimento de cofatores. Além destes compostos, NOJIRI et al., 2003
verificaram que a CarC também consegue degradar os produtos de meta-clivagem de

dibenzofurano e bifenil.

11.4.4 — Antranilato dioxigenase

A quarta etapa da rota de degradacdo do carbazol ¢ a conversdo de acido
antranilico em catecol, que ¢ realizada pela enzima AntABC, identificada como
antranilato 1,2-dioxigenase. Esta enzima ¢ codificada em Pseudomonas sp. CA10 por

trés ORF’s com organizacdo bastante similar aos da cepa Acinetobacter sp. ADPI1,
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diferindo somente na localizacdo destes genes (na CA10 estdo entre dois genes de
tranposases) (NOJIRI et al., 2001a). Estes genes antABC da antranilato dioxigenase sao
evolutivamente relacionados com a classe IB de sistemas enzimaticos dihidroxilados

(BUNDY et al., 1998).

Nas enzimas da classe IB, o cofator codificado pelo gene antC ¢ um dinucloetideo
flavina-adenina e a redutase contém um cluster ferro-enxofre ([2Fe-2S]) do tipo planta e
um centro de ferro mononuclear. Na parte da enzima codificada pelos genes ant4 e antB
(dioxigenase terminal), ha duas subunidades (o e B), as quais a maior delas, a
subunidade o, contém um cluster ferro-enxofre do tipo Rieske e os centros de ferro
mononuclear (BUNDY et al., 1998). O modo de atuagdo destes componentes da enzima

esta representado na Figura IL.5.
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Figura 11.5: Fungdes propostas por BUNDY et al. (1998) para as proteinas codificadas do gene ant. Os
genes antAB que codificam a dioxigenase terminal e antC que codifica a redutase sdo evolutivamente

relacionados a uma dioxigenase da classe IB de dihidroxilagdo multicomponentes.

Segundo BUNDY et al. (1998), os genes antABC da cepa ADPI1 clonados em
Eschericha coli (bactéria que ndo ¢ capaz de degradar o acido antranilico), permitiram
que o acido antranilico (ImM) fosse totalmente convertido a catecol em 4 horas de

reacdo, havendo o surgimento de 30 uM de catecol na primeira 1,5 hora (sendo
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consumido rapidamente logo apos devido ao catecol contribuir para a inibi¢do do

crescimento bacteriano).

BUNDY et al. (1998) e NOJIRI ef al. (2001a) verificaram também que os genes
ant sdo fortemente induzidos nas cepas ADP1 e CAI10, respectivamente, quando
cultivadas em carbazol. Na bactéria Pseudomonas sp. CA10, NOJIRI et al. (2001a)
confirmaram a presenca de uma copia intacta dos genes antABC no genoma da bactéria

localizados no megaplasmideo pCAR1, em um possivel transposon.

11.4.5 — Catecol dioxigenase

A quinta etapa da rota de degradagdo do carbazol ¢ a conversdo do catecol em
produtos metabolicos intermedidrios do ciclo do TCA e ¢ catalisada por genes contidos
em 4 ORF’s do operon cat localizados no lécus cat do cromossomo da bactéria
Pseudomonas resinovorans CA10. Estes genes designados como catB, catC, catR ¢
catA, apresentaram alta identidade com cis,cis-muconato cicloisomerase,
muconolactona isomerase, regulador positivo do operon cat e catecol 1,2-dioxigenase,
respectivamente, na cepa CA10, responsaveis pela rota da f-cetoadipate. Os genes
catBCA foram induzidos em carbazol para a produgdo de células como uma tunica

unidade de transcri¢ao (NOJIRI et al., 2002).

As enzimas catecol dioxigenases catalisam a abertura do anel aromatico,
incorporando a molécula de catecol dois atomos de oxigénio. Para que isto proceda, ¢
necessario que haja uma desprotonacao inicial de pelo menos uma das hidroxilas do
anel, facilitando a oxidagdo e, consequentemente, perdendo a estabilidade da estrutura
aromatica do anel, alem da ativagdo do oxigénio molecular para que a reacdo transcorra
(MILLER, 2008). Elas sao separadas da mesma forma descrita no item I1.4.2, como

intradiol e extradiol.

As catecol dioxigenases, com uma ou duas possiveis excegdes, sdo dimeros de
quaisquer subunidades idénticas ou ndo, com massa molecular de 30,5-34 kDa. A
enzima catecol 1,2-dioxigenase ¢ alta especifica, pois este tipo de enzima catalisa
somente a oxigenacdo de catecol e alguns dos seus derivados (STRACHAN et al.,

1998).
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As duas possiveis vias de degradagdo enzimdtica do catecol encontradas na
literatura sdo a orfo-clivagem (intradiol) e a meta-clivagem (extradiol). A reacdo de
orto-clivagem do anel ocorre entre os grupos hidroxila vicinal, enquanto que na meta-
clivagem, a reagdo ¢ adjacente a um dos grupos hidroxila. Ambos os tipos de enzimas
utilizam o ferro nao-heme como tUnico cofator: na orto-clivagem o cofator esta no
estado férrico, enquanto que na meta-clivagem esta no estado ferroso (STRACHAN et
al., 1998; SUGIMOTO et al., 1999; IWATA et al., 2003). A ocorréncia da orto-
clivagem do catecol nas bactérias Pseudomonas spp. CA06 e CA10 resulta na formagao
do acido cis,cis-muconico (OUCHIYAMA et al., 1993), e a ocorréncia da meta-
clivagem do catecol na bactéria Pseudomonas stutzeri OM1 resulta na formagdo do
acido semialdeido-2-hidroxi-mucénico (OUCHIYAMA et al., 1998), permitindo a estas
obterem produtos intermedidrios para a insercao no ciclo do TCA e, consequentemente,

energia para o crescimento celular.

I1.5 - MODELAGEM ENZIMATICA DA ROTA DE DEGRADACAO DO
CARBAZOL

O desenvolvimento e a aplicacdo de modelos matematicos para representar e
interpretar diversos tipos de processos, principalmente os processos quimicos, ¢ uma
atividade bastante ttil e, atualmente, muito difundida na engenharia quimica. De
maneira geral, os modelos matematicos consistem em sistemas de equagdes algébricas
e/ou diferenciais baseadas em fendmenos de balangos de massa, de energia e de
quantidade de movimento, que fornecem relagdes qualitativas e quantitativas entre as
varidveis envolvidas no processo em estudo. Sendo assim, podemos prever o
comportamento dos processos a partir de um modelo, utilizando-os para os mais
diversos fins, como por exemplo, em projetos, otimizagdes, controle e automagao de
processos industriais ou também, em escala laboratorial, na analise de dados
experimentais, facilitando a compreensao dos fenomenos estudados e no

desenvolvimento de novas teorias.
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Em uma representacdo matematica de um processo ou fenomeno qualquer,
algumas variaveis nao podem ser medidas, como por exemplo, constantes de
transferéncia de massa ou constantes cinéticas de uma reacdo. Por isto, o valor destas
variaveis deve ser inferido a partir de um conjunto de dados através do procedimento de
estimacdo de parametros que ird gerar equagdes que, quando comparadas a resultados
reais do processo (industrial ou laboratorial), permitirdo a avaliagdo e o aperfeicoamento

do modelo obtido.

Na representacdo de processos de reagdes bioldgicas, e também catalisadas por
solidos, ¢ facilmente encontrada na literatura a utilizacdo dos modelos matematicos do
tipo Michaelis-Menten e Langmuir-Hinshelwood-Hougen-Watson (SCHWAAB, 2007).
A degradacdo de carbazol pela atividade enzimatica de biocatalisadores exposta neste
trabalho ¢ mais bem representada pelo modelo enzimatico descrito por Michaelis-
Menten, pois neste ¢ possivel avaliar satisfatoriamente as etapas lentas da reacdo e, com
isso, determinar a quantidade de enzima necessaria em cada etapa para uma otimizagao

do processo.

O processo enzimatico descrito pelo modelo de Michaelis-Menten (Bailey e Ollis,
1986) apresenta um mecanismo que envolve enzima (F), substrato (S), complexo
enzima-substrato (ES), produto (P), além das constantes de velocidade (kj, k.; e k) de
reacdo (equagdo II.1). O valor méximo da velocidade de reacdo ¢ atingido com o
aumento da concentracdo do S no meio. Isto ocorre & medida que a concentragdo de
substrato se torna muito maior que a concentragdo enzimatica, convertendo assim toda a
enzima presente no meio em complexo ES, caracterizando a formacdo de produto como
etapa limitante da rea¢do e deixando a taxa global de velocidade independente do

aumento da concentragdo de S.

Algumas enzimas podem ser inibidas na reacdo pelo excesso de substrato (Bailey
e Ollis, 1986). Quando isso acontece ¢ verificada a queda na velocidade da reacdo acima
de uma determinada concentragdo do substrato (concentracdo de substrato referente a
Vimax), devido a ligagdo de uma molécula de S em excesso no meio ao complexo ES

(equagdes II.1 e I1.2).
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Considerando um sistema em estado quasi-estacionario (onde taxa de formagao ¢
igual a taxa de consumo), a velocidade de reagdo pode ser determinada pelas expressdes
(IL.3) e (I1.4) de taxa de formagdo de produto. O Vi, das expressdes ¢ a velocidade da
reacdo quando a enzima esta saturada com altas concentragdes de substrato no meio
(considerando que a concentragdo de enzimas ¢ diretamente proporcional a
concentragdo de células (£ o x) devido a complicagdo na obtengdo destes dados
experimentalmente e que V= ep+ks = kxkoxx = ko«x, sendo e a concentragdo inicial de
enzimas), o K;, das expressdes ¢ a constante de Michaelis-Menten que informa qual a
afinidade entre as enzimas e o substrato (quanto maior a afinidade, menor o valor) € o
K, ¢ a constante de inibi¢do pelo substrato (quanto maior a inibi¢do, menor o valor). O
utilizagdo da expressdo I1.3 ou I1.4 no modelo dependera do mecanismo apresentado

pela enzima, isto ¢, se ha algum tipo de inibi¢ao da sua atividade ou ndo.

AP _ Vi *S (I1.3)
d K,+S
i Vo (IL4)

Aplicando os conhecimentos comentados até o momento nesta secdo do trabalho
para descrever o mecanismo enzimatico de degradacdo do carbazol, pode-se assumir
que o comportamento das enzimas envolvidas nesta rota seguem o mecanismo de
Michaelis-Menten, simplificando assim a abordagem do problema por exigir dados de
facil obtencao. Mesmo sendo bastante simples, esta abordagem responde muito bem ao
comportamento deste tipo de processo, ao contrario de quando se aborda a existéncia de

dois ou mais substratos, o que deixa o sistema muito mais complexo, exigindo dados
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experimentais mais detalhados e de dificil obtengdo, visto que nesta reacdo de
biodegradacao estd envolvido também o efeito de cofatores para o funcionamento de
algumas subunidades (como FAD e NAD(P)H) e o oxigénio como substrato das

dioxigenases.

C CarA \A CarB N CarC >A AntABC >Ct CatA \MC

m 0 n 4

H CarC Ah

o

Figura 11.6: Esquema da rota de degradagéo do carbazol realizada pelos microrganismos Pseudomonas
sp. CA10 e Pseudomonas stutzeri.

Tomando-se por base o mecanismo descrito na literatura (¢ esquematizado na
Figura I1.6), SATO et al. (1997a) estudaram a atividade da enzima CarB expressa pela
bactéria Pseudomonas sp. CA10 em extrato celular de Escherichia coli recombinante
utilizando o composto 2,3-dihidroxi bifenil, molécula analoga a 2’-amino bifenil-2,3-
diol, e indicaram que os parametros do modelo de Michaelis-Menten para este sistema

530 Kin = 1,2 pM € Vpnax = 7435 nmolsmin™'+mg".

Para a atividade da enzima CarC, expressa pela bactéria Pseudomonas sp. LD2,
utilizando a molécula do 4cido 2-hidroxi-6-0x0-6-fenil hexa-2,4-diendico (HOPDA),
produto da meta-clivagem do 2,3-dihidroxi bifenil, e produzida em Escherichia coli,
determinou-se, através do ajuste dos dados experimentais a um modelo de inibi¢do nao-
competitiva pelo substrato, que os parametros cinéticos (a 25°C e pH 7,5) sao K,,= 4,6
UM, Vi = 3,3 mmol*min'l*mg'l e Ks= 70,0 uM (RIDDLE et al., 2003b). Ja o estudo
desenvolvido por GIBBS et al. (2003) para a mesma bactéria Pseudomonas sp. LD2,
determinou também a atividade da enzima CarC, diferindo somente nas condigdes de
analise utilizadas (40°C e pH 8,0). Os dados experimentais obtidos por GIBBS et al.
(2003) também foram ajustados a um modelo de inibicdo ndo-competitiva pelo
substrato, encontrando valores paramétricos de 5 uM, 37 uM, e 44 mmol-min 'smg”,
para a constante de Michaelis-Menten (K,,), para a constante de inibi¢do (K;) e para a
velocidade que a reacdo ocorre em altas concentragdes de substrato (Vimax),

respectivamente.
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Para a enzima AntABC (ou antranilato dioxigenase), NOJIRI et al. (2003) nao
obtiveram é€xito na expressdo desta enzima produzida pela bactéria Pseudomonas sp.
CA10. Entretanto, a enzima catecol dioxigenase expressa pela bactéria Rhodococcus
rhodochrous NCIMB 13259 apresentou comportamento de orto-clivagem do anel
aromatico do catecol, ajustando-se bem ao modelo de Michaelis-Menten sem inibicao.
Os dados experimentais obtidos possibilitaram a determinagdo dos valores de 2 M para
a constate Ky, ¢ de 19 mmolsmin'+mg" para a velocidade Vi (STRACHAN et al.,
1998).
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111 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais € os métodos utilizados neste

trabalho. Para facilitar, o mesmo foi dividido em trés fases.

A primeira fase deste capitulo diz respeito as técnicas de manuseio do
microrganismo capaz de remover seletivamente o nitrogénio das ligacdes C-N e a
ambientacdo com as mesmas, bem como a escolha das técnicas utilizadas para a
detec¢do e quantificagdo dos produtos metabdlicos da rota de desnitrogenagdo do

carbazol e a geracdo de suas correspondentes metodologias de analise.

Ja a segunda fase foi focada no trabalho de identificacdo, com as técnicas
escolhidas na fase inicial, de alguns metabolitos envolvidos na quebra seletiva das
ligacdes C-N presentes na molécula de carbazol e realizada pela bactéria Sphingomonas
sp. GTIN11. Esta identificagdo foi realizada por meio de comparacdo com alguns
padrdes previamente adquiridos seguindo uma rota base, referente a bactéria

Pseudomonas stutzeri.

Ainda na segunda fase, houve a realizagdo de experimentos que objetivaram a
obten¢do de dados que permitissem o calculo dos parametros cinéticos do processo de
degradagdo do carbazol pelo microorganismo escolhido para a realizacao do trabalho e a

quantifica¢do dos compostos detectados.
A terceira e ultima fase teve como objetivo representar matematicamente o
consumo do composto organico nitrogenado de modo a desenvolver ferramentas para a

simulagdo do processo de biodesnitrogenacao do carbazol e seus derivados pela bactéria

Sphingomonas sp. GTIN11.

111.1 - TECNICAS ANALITICAS BASICAS

Nesta fase do trabalho, buscou-se conhecer o microrganismo através do manuseio

das técnicas analiticas bésicas estabelecidas no laboratério de Bioprocessos do
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Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ, como por exemplo, as técnicas de
assepsia, de armazenagem, de cultivo para crescimento celular e de microscopia, € a
criar uma metodologia de andlise para a utilizacdo da técnica de cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC) para uséd-la como técnica de deteccdo da degradacdo do

carbazol.

111.1.1 — Microrganismo

A cepa utilizada neste trabalho para a degradacdo do carbazol em sistema bifasico
foi a da bactéria silvestre do género Sphingomonas, que foi isolada a partir de ambientes
contaminados por 6leo e sendo nomeada pelo codigo GTIN11 (KAYSER e KILBANE,
2005).

111.1.2 — Armazenagem

Para a armazenagem da cepa foram utilizados criotubos de 2 mL, sendo envazados
com 1 mL de meio de cultivo onde foram crescidas as células da bactéria e 1 mL de
solugdo de glicerol 40% em volume, obtendo o meio final a uma concentragdo de 20%
em volume de glicerol. Os criotubos envazados foram mantidos em ambiente

refrigerado entre -12°C e -18°C.

111.1.3 — Meio de Cultivo e Crescimento Bacteriano

Os meios de cultivos utilizados neste trabalho para o crescimento bacteriano foram
preparados a partir do seguinte meio mineral basal com carbazol (CARNEIRO et al.,
2007):
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Tabela I11.1: Composi¢do massica do meio de cultivo
usado para o crescimento das células da bactéria.

Componentes Concentragdo (g«L ™)

MgS0,4.7H,0 0,25
CaCl, 0,000756

FeCls.6H,0O 0,001
KH,PO4 4
Na,HPO4 4
Glicose 4

Carbazol/DMSO 0,5

Tween 20 0,55

Oleo Sintético” 5

*Composto por 70% em volume de n-hexadecano e 30% em volume de
tolueno. O valor de concentragdo apresentado ¢ volumétrica (mL de
6leo por 1000 mL de solug@o).

Os reagentes carbazol (97%), n-hexadecano, tolueno (99,9%) e dimetil sulféxido-
DMSO (99,5%) foram adquiridos na empresa Sigma-Aldrich Inc. (Steinheim,
Alemanha), tween 20 na empresa Acros Organics (Nova Jersey, USA) e os demais

reagentes na empresa Vetec Quimica Fina Ltda. (Brasil).

O crescimento bacteriano se iniciou com a adigdo do contetido de um criotudo
(secdo II1.1.2) em um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do meio de cultivo base
e 0,5 mL de carbazol em DMSO (0,5% em volume). O frasco foi incubado em
Incubador Shaker 126 da New Brunswick Scientific a temperatura de 30°C e sob

agitacao de 200 rpm, por um periodo de 96 horas.

Ap0s as células estarem crescidas, 5% em volume do valor do proximo meio foi
entdo transferido para um erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio de cultivo
base e 0,5% em volume de Oleo sintético. Esta entdo foi incubada nas mesmas
condi¢des do erlenmeyer anterior por mais 96 horas. Este procedimento se repetiu por

mais uma vez, mantendo-se as mesmas condicoes.

Passado o tempo de incubagdo para o crescimento celular, a concentragdo do meio
de cultivo foi determinada através da densidade optica (DO) e de uma curva padrao de

peso de células secas. A DO foi determinada por espectrofotometria de absorcdo
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molecular, utilizando o equipamento espectrofotdmetro UV/VIS modelo UV Mini 1240

da marca Shimadzu em um comprimento de onda (A) de 600 nm.

O procedimento de obtengdo do peso de células secas teve por objetivo obter uma
relagdo direta entre a absorvancia de uma cultura microbiana liquida, em uma

determinada condi¢do de crescimento, € a massa de células em gramas por litro.

Para a obtencdo da curva de calibracdo de peso seco, secaram-se trés recipientes
em estufa a 90°C até que fossem observados pelo menos trés valores constantes em seus
pesos (recipientes mantidos em dessecador até atingirem a temperatura ambiente). Em
seguida, centrifugou-se 30 mL de meio com biomassa crescida a 11077 x g por 10
minutos e 20°C, lavando-se as células separadas com 3 aliquotas de 10 mL de agua
destilada. Apds a lavagem, as células foram ressuspendidas em 10 mL de dgua destilada
para cada recipiente, levando-os novamente a estufa a 90°C até que também fossem

observados pelo menos trés valores constantes em seus pesos.

Paralelamente a isto, realizou-se 5 diluigdes do meio com biomassa crescida,
medindo-se a absorvancia das mesmas em espectrofotometro em comprimento de onda
de 600 nm. A partir dos valores de peso e absorvancia obtidos, plotou-se a curva
calibragio de peso seco (concentrago celular em g«L™' X absorvéncia), calculando-se a

equacdo da reta obtida e o seu coeficiente de correlacdo (Anexo 1).

I11.1.4 — Técnica de Degradagdo do Carbazol por Células Integras n&o
Proliferantes (resting cells)

A técnica de resting cells — técnica que consiste em fornecer as células integras
somente o composto estudado, sem o fornecimento de nutrientes adicionais para o
crescimento celular — foi realizada em tubo de centrifuga de 15 mL de volume, com 1,5
cm de didmetro e 11,7 cm de altura (tubo falcon convencional), a 200 rotagdes por

minuto € com meio na seguinte composi¢ao:
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Tabela 111.2: Composi¢do percentual do meio teste usado para a
biodegradacio do carbazol a uma concentragio celular de 3g.L™".

Componentes Concentracao (%)
Tampao Fosfato 0,1M 30
(pH=7,0) _
’ Tween 20 0,75
Acido Cloridrico 5

(1:1)
Oleo Sintético com
carbazol (400 mg:L™")

"Tween 20 a uma concentracdo de 0,05% em volume.
“Composto por 70% em volume de n-hexadecano
e 30% em volume de tolueno (simulando o 6leo real).

20

Os reagentes carbazol (97%), n-hexadecano e tolueno (99,9%) foram adquiridos
na empresa Sigma-Aldrich Inc. (Steinheim, Alemanha), tween 20 na empresa Acros
Organics (Nova Jersey, USA), acido cloridrico PA na empresa Tedia Company Inc.

(Brasil) e os demais reagentes na empresa Vetec Quimica Fina Ltda. (Brasil).

O teste foi realizado em um volume reacional de 2 mL, respeitando-se as
proporgdes descritas na Tabela I11.2, e com o valor de 3 g+«L™, descrito na Tabela I11.2,
que foi determinado por CARNEIRO et al. (2007) a fim de obter uma concentragdo
celular que possibilitasse a visualizacdo da cinética de degradacdo do carbazol em

aproximadamente 30 minutos de reacao.

Primeiramente, tomou-se o volume de meio de cultivo com biomassa crescida
necessario para obter 6 mg de células (curva de peso de células secas — absorvancia
versus concentragdo celular). O volume foi entdo centrifugado a 11077 x g por 10
minutos a 30°C, e lavado com 3 aliquotas de 10 mL de tampao fosfato 0,1M com pH

7,0.

Em seguida, as células lavadas foram ressuspendidas em tampao fosfato 0,1M
com pH 7,0, adicionando-se posteriormente tween 20 e dleo sintético com carbazol.
Passado o tempo pré-estabelecido, adicionou-se acido cloridrico 1:1 para inibir a reagdo

de degradagao.

Os experimentos de degradagdo finalizados foram novamente centrifugados

(11077 x g por 10 minutos e 10°C) formando duas fases. As duas fases separadas foram
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tratadas, a aquosa filtrada em membrana de PVDF (Millex-HV) com 33 mm de
diametro externo e 0,45 um de diametro de poro da Millipore e a organica avolumada a
4 mL com acetonitrila para HPLC (99,9%) adquirida da empresa Tedia Company Inc.,

para posterior analise.

111.1.5 — Andlises para Identificacdo e Quantificacdo dos Metabdlitos

A analise escolhida para a deteccdo dos metabdlitos da rota de degradacdo do
carbazol foi a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com detector operando

na faixa do ultravioleta (UV).

Para esta parte do trabalho, tomou-se por base a rota de degradagdo do carbazol
pelas bactérias Pseudomonas sp. CA10 e Pseudomonas stutzeri estudadas por
OUCHIYAMA et al. (1993) ¢ LARENTIS (2005), respectivamente. Com base na
literatura, adquiriu-se os padrdes de carbazol (97%), 2-amino bifenil (97%), acido
antranilico, catecol e tolueno para HPLC (99,9%) na empresa Sigma-Aldrich Inc.
(Steinheim, Alemanha), além de 2,3-dihidroxi bifenil (98%) na empresa Wako Pure
Chemical Industries Ltd. (Japdo) e acido cis,cis-mucdnico para HPLC (>97%) na

empresa Fluka Analitical (Steinheim, Alemanha).

Utilizando-se o equipamento de HPLC-UV foi possivel testar, identificar e criar

uma metodologia de anélise para os padrdes adquiridos.

Sendo assim, operando o equipamento de HPLC da Shimadzu com detector de
UV a uma temperatura de 40°C, com um comprimento de onda (A) de 230 nm, a vazao
de 1 mL por minuto da fase médvel composta por (A) agua Milli-Q com pH 2,2 —
acidificada com dacido fosforico 3M — e (B) acetonitrila, e com coluna C18 de fase
reversa VP-ODS shim-pack com dimensdes de 250 X 4,6 mm e com pré-coluna de C18
também da Shimadzu com 10 X 4,6 mm, foi possivel detectar os compostos padrao

fazendo um gradiente de concentracdo na fase movel no tempo de analise.

Injetando-se 20 pL da amostra padrao, iniciou-se o gradiente de concentragdo com
60% de A e 40% de B até 4,00 minutos do tempo de analise. Em seguida, aos 4,01

minutos, a concentragdo da fase modvel passou a ser 45% de A e 55% de B
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permanecendo até 12,49 minutos. De 12,50 minutos até o final da analise, aos 20

minutos, a concentragdo passou a 80% de A e 20% de B.

Foi realizado um tratamento de extracdo em fase solida (Solid Phase Extration —
SPE) da amostra organica (fase 6leo) com cartuchos de SPE da empresa Varian, com
500 mg de recheio C18 e capacidade para 6 mL de amostra liquida, para remog¢do da
fragdo linear do Oleo sintético e assim evitar problemas no equipamento de

cromatografia.

Para a quantificagdo dos metabolitos detectados, foram injetadas diferentes
concentragdes conhecidas dos padrdes nas mesmas condi¢des de andlise a ser realizada
para a amostra propriamente dita. Com isto, ¢ possivel correlacionar graficamente a
concentragdo dos compostos com as respectivas areas dos picos para cada padrdo

através de uma curva de area do pico versus concentragdo do padrdo (Anexo 2).

I11.2 — IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS E GERACAO DE
DADOS PARA O CALCULO DOS PARAMETROS CINETICOS

Nesta fase, buscou-se detectar e quantificar, nos equipamentos de cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) e de espectroscopia de massas acoplado ao de
cromatografia gasosa, os metabolitos gerados no teste de resting cells de biodegradagao
de carbazol pela bactéria Sphingomonas sp. GTIN11. Além disso, foram realizados
outros testes de resting cells para a geracdo de dados para a estimagdo dos parametros
da cinética enzimatica, determinag¢dao do comportamento dos compostos e da cinética de

degradacgdo do carbazol.
111.2.1 — Andlises para a Comparacao dos metabdlitos por HPLC-UV
Os testes foram realizados da forma descrita na secao III.1.4 para a biodegradacao

de carbazol e da forma descrita na secdo III.1.5 para a separacdo, identificacdo e

comparagdo com padroes.
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Para a biodegradacgdo, foram estabelecidos diferentes tempos de reagdo para que
fosse possivel determinar o comportamento cinético de cada composto envolvido no
sistema no meio bifasico. Para isto, os experimentos transcorreram em 9 sistemas
reacionais (porque os experimentos sdo de carater destrutivos), sendo 7 deles
correspondentes a observacdo do comportamento cinético e 2 deles correspondentes aos

controle e branco do teste, respectivamente.

Para os testes de comportamento cinético foram escolhidos os tempos para
paralisar a reagdo de 0, 5, 10, 15, 20, 40 ¢ 60 minutos de reacdo. Os testes controles
foram realizados adicionando todos os componentes, com suas respectivas proporgoes,
descritos na Tabela III.2, sendo para o teste branco adicionados todos os componentes
menos o carbazol e para o teste controle adicionados todos 0os componentes menos as

células.

ApoOs terminar o experimento, centrifugaram-se os frascos onde ocorreram as
reacoes e as duas fases formadas em cada frasco foram separadas para serem injetadas
no sistema de cromatografia liquida, sendo a fase inferior (aquosa) filtrada em disco de
membrana de PVDF e a fase superior (oleosa) misturada com o eluente B da fase mével

do equipamento, como descrito anteriormente, devido ao seu baixo volume reacional.

J& na andlise de deteccdo e quantificagdo por HPLC, programou-se o equipamento
com a corrida descrita na secdo III.1.5 e injetou-se ambas as fases filtradas de cada
sistema reacional. A determinagdo dos metabolitos foi realizada por comparacao entre
os dados de tempos de retengdo apresentados nos cromatogramas das amostras e dos
padrdes. Os picos em tempos de retengdo que ndo hé padrdo foram identificados através
da analise de espectroscopia de massas (se¢do II1.2.2). O processo para a obtencdo das
metodologias, analises (HPLC e GC/MS) e modelo matematico esta esquematizado na

Figura II1.1.
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Figura I11.1: Fluxograma das etapas realizadas nesta dissertagdo para os processos de obtengdo do
biocatalisador, do experimento de degradagdo do carbazol com as células integras ndo proliferantes
(resting cells), de analise de detecgdo dos compostos da rota metabolica da bactéria Sphingomonas sp.
GTIN11 e de estimagao dos pardmetros e modelagem matematica do sistema bifasico.
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111.2.2 — Andlises para a Comparacao dos metabolitos por GC/MS

A andlise de espectroscopia de massas acoplada a cromatografia gasosa foi
utilizada para a detecg¢do e confirmacdo dos metabdlitos gerados na rota de degradagdo
do carbazol usando a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11. Para isto, utilizaram-se os
equipamentos CP3800 de cromatografia gasosa e Saturn 2200 de espectroscopia de
massas da empresa Varian. Utilizou-se no equipamento de cromatografia gasosa a
coluna CP8944a (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com o fluxo de gases (hélio e nitrogénio)
de 29 mL por minuto na entrada do equipamento e de 1 mL por minuto do géas de

arraste no interior da coluna.

Os compostos foram extraidos com acetato de etila da amostra gerada no teste de
degradacdo e injetados no equipamento, onde as temperaturas do injetor e do detector
foram estabilizadas em 250°C e 200°C, respectivamente, para o inicio da andlise. Na
programagdo da rampa de temperatura para a separacdo dos compostos da amostra por
cromatografia gasosa, iniciou-se a temperatura de andlise com 40°C constantemente
durante 5 minutos, com posterior aumento para 220°C a uma razao de 12°C por minuto
e, em seguida, ampliada para 320°C a uma razdo de 15°C por minuto, mantendo-se

constante por 25 minutos ao atingir esta ultima temperatura.

Para corrigir variacdes de leitura causadas por problemas analiticos diversos,
adicionou-se as amostras, como padréo interno, 800 mg+L™" do composto 1,7-dihidroxi
naftaleno para dar confiabilidade as areas obtidas dos compostos da rota de degradacao
do carbazol detectados na cromatografia. Os resultados de concentracdo foram
calculados diretamente pelo equipamento através da obtencdo de curvas de calibragdo

dos padrdes preparada anteriormente a analise para cada composto padrao da rota.

111.2.3 — Anélise de Deteccdo e Quantificacdo do Nitrogénio Removido

Para a deteccdo e quantificagdo do nitrogénio removido da molécula de carbazol
na forma de amoénia/amoénio, escolheu-se o método colorimétrico com alta sensibilidade
descrito por FAWCET e SCOTT (1960) e por WEATHERBURN (1967) que consiste
na reacdo, catalisada pelo nitroprussiato, do fenol com o nitrogénio amoniacal presente

na amostra em meio alcalino.
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Este método consiste na adicdo de 5 mL do reagente A (5 g de fenol e 25 mg de
nitroprussiato de sdédio em 500 mL de solugdo) em 20 pL de amostra com
homogeneizagao rigorosa e posterior adicdo de 5 mL do reagente B (2,5 g de hidréxido
de soédio e 4,2 mL de hipoclorito de sédio em 500 mL de solucdo), também
homogeneizando rigorosamente. O meio reacional preparado foi entdo mantido a 37°C
por aproximadamente 20 minutos e lido em equipamento espectrofotometro UV/VIS —
o modelo usado ¢ o UV Mini 1240 da marca Shimadzu — no comprimento de onda ()

de 625 nm.

Juntamente com o procedimento anterior para deteccdo e quantificacdo da
amoOnia/amonio, repetiu-se o mesmo procedimento de andlise para obter a curva de
calibracdo (Anexo 3), sendo essa obtida substituindo a amostra por concentragdes

conhecidas de sulfato de amonio.

1.3 - REPRESENTACAO MATEMATICA DO PROCESSO DE
BIODESNITROGENACAO DO CARBAZOL

Nesta ultima fase do trabalho, buscou-se gerar um modelo matematico que
representasse a degradacdo enzimatica do carbazol de modo a auxiliar no
desenvolvimento de ferramentas de simulagdo para o processo de biodesnitrogenacdo do

carbazol e seus derivados.

Para isto, utilizaram-se os resultados obtidos nos experimentos e técnicas
matematicas para a obtencdo e resolu¢do de equagdes diferenciais ordinarias (EDQO’s)
que representassem o sistema em questdo. Apds a revisdo das equagdes geradas e
corre¢do das unidades das varidveis usadas no modelo, as mesmas tiveram suas
resolugdes numéricas efetuadas pelo método de Runge-Kutta no programa de simulagao
matematica Maple® 12 com o auxilio dos dados obtidos nos experimentos. A listagem

desta programacao esta exposta no Anexo 4 da referida dissertagao.
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As EDO’s resolvidas numericamente no programa Maple® 12 também foram
resolvidas empregando o programa Fortran® 11, utilizando o integrador DASSL
(PETZOLD, 1982) para confirmagdo dos resultados e assim dar inicio a estimacao dos
parametros usados na simulagdo do comportamento do modelo gerado para a
degradagao do carbazol no experimento de resting cells empregando a bactéria
Sphingomonas sp. GTINI1. A estimagdao de parametros foi realizada pelo método
numérico hibrido, empregando o método heuristico do Enxame de Particulas
(KENNEDY ¢ EBERHART, 1995; SCHWAAB, 2007) associado ao método de Gauss-
Newton (NORONHA et al., 1993).
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IV — RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no referido
trabalho. Para isto, tomou-se como base para o estudo as rotas de degradacdo do
carbazol apresentadas por OUCHIYAMA et al. (1993) e LARENTIS (2005) para as
bactérias Pseudomonas sp. CA10 e Pseudomonas stutzeri, respectivamente. Avaliou-se
os produtos metabdlicos da degradacao de carbazol, com remog¢do do nitrogénio
heteroatomico, por testes de resting cells com a bactéria Sphingomonas sp. GTINI11
através da utilizacdo das técnicas de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)

e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS).

Os dados analisados e discutidos foram utilizados na modelagem do sistema
dindmico e na estimacdo dos parametros cinéticos do processo de degradagdo do
carbazol. Realizou-se também a obten¢do de dados relativos a formacdo de amonia,
degradagdo dos componentes do 6leo sintético e dos compostos 2,3-dihidroxi bifenil e
2-amino bifenil, visto que estes dois ultimos compostos sdo andlogos ao primeiro
intermediario na rota de degradagdo do carbazol. O estudo do comportamento cinético
do processo de degradacdo dos compostos 2,3-dihidroxi bifenil e 2-amino bifenil foi
realizado visando auxiliar na compreensdo do processo de degradagdo da molécula de

carbazol.

IV.1 - CARACTERIZACAO DO MICRORGANISMO

Nesta se¢do serdo descritos os resultados dos testes realizados para a
caracterizagdo do microrganismo empregado nesta pesquisa devido a pouca informagao
sobre esta cepa na literatura. O microrganismo empregado foi a bactéria Sphingomonas
sp. cedida pelo centro de pesquisas e desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de

Mello — Cenpes Petrobras.
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IV.1.1 — Caracteristicas do Microrganismo

A bactéria utilizada nesta dissertagdo foi caracterizada tanto em relacdo a sua
morfologia colonial como em relagdo as suas caracteristicas microscopicas (Tabela
IV.1). O teste de morfologia da colonia foi realizado de duas formas: em placas de Petri
contendo agar nutriente ¢ com coloracdo de gram para a visualizagdo em microscopio
apods o crescimento do microrganismo em meio liquido (Tabela III.1). As Figuras IV.1 e
IV.2 ilustram, respectivamente, a morfologia colonial e a visualizagdo microscépica

desta estirpe.

Figura IV.1: Aspecto das colonias de Sphingomonas sp. GTIN11
crescida em agar nutriente durante 48 horas a 30°C.

Figura 1V.2: Fotografias em microscopio, utilizando aumento de 1000 vezes, da cultura da bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11. Em a) esta a lamina “a fresco” e em b) esta a lamina de coloracdo de gram.
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Figura 1V.3: Microscopia eletronica da bactéria Sphingomonas sp. GTIN11.

Na microscopia eletronica de transmissdo da bactéria Sphingomonas sp. GTIN11
(Figura IV.3) ¢ possivel visualizar a presenca de granulos no interior da célula. Isto
pode ter ocorrido devido a presenca em excesso de algum nutriente no meio de
crescimento. Desta forma, o microrganismo, através de algum mecanismo ainda nao
identificado (e que ndo ¢ o foco desta dissertacdo), acumula energia em seu interior na
forma de um tipo de polimero. Isto poderia ser confirmado com o teste de ressondncia
magnética nuclear (RMN) que possibilitaria talvez afirmar que estes granulos sdo
oriundos da formac¢do de um tipo de polihidroxibutirato (PHB), tornando possivel a
utilizacdo desta bactéria para outras finalidades que ndo s6 a biodesnitrogenagao em

sistemas bifasicos.

Tabela I1V.1: Caracteristicas da cultura Sphingomonas sp. GTIN11.

. . Temperatura Comp osto Morfologia Caracteristicas
Microrganismo . Organico . . .
de Cultivo . Colonial Microscopicas
Nitrogenado
Colonia média, Bastonestes,
Sphingomonas o circular, convexa gram (-), sem
1 2 . 9 b
sp. GTIN11 30°C Carbazo densa, lisa, flagelos ou
colora¢ao creme cilios

1VV.1.2 — Curva de Crescimento Celular

A Figura IV.4 apresenta a curva de crescimento desta cultura em meio cuja Gnica

fonte de nitrogénio ¢ o carbazol, como descrito na se¢ao I11.1.3 deste trabalho.
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Figura IV.4: Crescimento celular da bactéria Sphingomonas sp. GTIN11
em meio com carbazol como unica fonte de nitrogénio.

Nota-se que, neste crescimento, a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11 permaneceu
na fase lag por aproximadamente 33 horas de incubagdo. Este longo tempo
provavelmente ocorreu devido a unica fonte de nitrogénio do meio ndo ser de facil
assimilagdo. No entanto, pode-se também observar que uma vez iniciado o consumo do
composto organico nitrogenado, a cepa GTINI1 de Sphingomonas sp. cresceu
acentuadamente até alcangar o final de sua fase exponencial de crescimento em torno de
96 horas de incubacdo, atingindo uma concentragdo celular maxima de

aproximadamente 0,659 g+L™' no final do crescimento.

A taxa especifica de crescimento (u) foi calculada entre os pontos 33 e 73 horas de
incubacdo, obtendo um valor igual a 0,018 h”' com um coeficiente de correlacdo () de
0,937 para a cepa crescida no meio onde somente havia carbazol como fonte de
nitrogénio. A baixa taxa de crescimento obtida no meio com carbazol como tnica fonte
de nitrogénio (meio minimo), equiparou-se a taxa obtida em meio rico em nutrientes

apresentada por CARNEIRO et al. (2007).
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IV.2 - DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS

Esta fase do trabalho teve como objetivo, através das condi¢cdes de andlise
definidas e descritas nas segdes II1.1.5, 111.2.2 e I11.2.3, determinar e quantificar por
técnicas cromatograficas e de espectroscopia de massas os metabodlitos da rota de
biodesnitrogenagcdo do carbazol. Além disto, procurou-se também gerar dados que
possibilitassem a estimagdo de parametros do modelo de degradacdo do carbazol pela

bactéria Sphingomonas sp. GTIN11.
IVV.2.1 — Espectro de Absorvancia na Faixa do Ultravioleta

O objetivo deste teste foi determinar o comprimento de onda a ser utilizado na
analise de HPLC. Para isto, fez-se uma leitura de intensidade de absor¢ao molecular de
cada composto na faixa de comprimento de onda (L) do ultravioleta para determinar
qual A atenderia concomitantemente a todos os compostos para sua utilizagdo no teste

de cromatografia liquida.

22 5
1 — Carbazol
201 ——— 2-Amino Bifenil
1,8-‘ —2,3—Dihidroxi Bifenil
— Acido Antranilico
— Catecol
—— Acido Cis,Cis-Mucdnico

Intensidade de Absorcao

B e B B oo o oo o o B L B m s o |

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

Comprimento de Onda (nm)

Figura IV.5: Espectro de intensidade de absor¢do molecular na faixa de comprimento de onda
do ultravioleta para os padrdes dos metabdlitos da rota de degradagdo do carbazol.
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O grafico de resposta dos compostos analisados obtido no equipamento
espectrofotometro demonstrou que cada um dos padrdes apresenta um ou mais pontos
maximos de absor¢do molecular no intervalo de A analisado (Figura IV.5). Com isso,
optou-se por utilizar um A de 230 nm, dado corroborado de artigos discutidos em
literatura e que descrevem a utilizagdo deste A para a analise de carbazol (HISATSUKA,
1994; KIRIMURA, 1999; LI, 2008), e por neste comprimento de onda ser possivel

detectar razoavelmente todos os padrdes.

IV.2.2 — Analise dos Metabdlitos por Cromatografia Liquida

Baseado na rota metabolica de desnitrogenagdo do carbazol proposta por
OUCHIYAMA et al. (1993) e LARENTIS (2005) para as bactérias Pseudomonas sp.
CA10 e Pseudomonas stutzeri, respectivamente, realizaram-se ensaios de separagio
cromatografica em fase liquida (Figura IV.6) para os compostos (a) acido cis,cis-
mucdnico, (b) catecol, (¢) acido antranilico, (d) tolueno, (e) 2,3-dihidroxi bifenil, (f) 2-

amino bifenil e (g) carbazol.
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550000 4
500000 4
450000 -

= 400000 4

350000 4

300000 4
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100000 - b
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Figura 1V.6: Cromatograma dos padrdes na analise de HPLC. Pico a — 4cido cis,cis-muconico em 8,12
minutos; pico b — catecol em 8,77 minutos; pico ¢ — acido antranilico em 9,53 minutos; pico d — tolueno
em 10,15 minutos; pico e — 2,3-dihidroxi bifenil em 13,80 minutos; pico f — 2-amino bifenil em 14,85
minutos; e pico g — carbazol em 19,29 minutos.
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Pode-se observar na Figura IV.6 que o método de separacao empregado nesta
dissertacdo (secdo III.1.5) resultou em boa separacdo dos compostos padrdo da rota de
desnitrogenacdo em questdo, facilitando a quantificagdo, além da identificagdo de um
pico na regido do tempo de retengdo de 10,15 minutos. Este pico foi determinado
comparativamente (através da inje¢ao de tolueno grau HPLC) como sendo do composto
tolueno presente na reacdo de degradagcdo do carbazol em meio bifasico e que aparece
quando as células da bactéria Sphingomonas sp. GTINI1 sdo adicionadas ao meio

reacional.

IV.2.2.1 — Biodegradagao do Carbazol

A realizagdo dos ensaios de biodegradagdo do carbazol em sistemas bifasicos teve
o intuito de se aproximar do que ocorreria em um ambiente de processamento de
petroleo de uma refinaria com tratamento biologico acoplado. Para isto, o teste de
desnitrogenacao foi conduzido como descrito na secdo III.1.4, sendo separadas as duas
fases do sistema reacional, analisando-as por técnicas cromatograficas e obtendo os
cromatogramas ilustrados nas Figuras IV.7 e IV.9 (fase organica), e IV.12 (fase

aquosa).

Anélise da Fase Organica da Biodegradacao do Carbazol

Na andlise da fase organica foram realizados experimentos por meio de dois
procedimentos: primeiro tratando a amostra gerada na biodegradacdo do carbazol
através da técnica de extracdo em fase solida (solid phase extration - SPE) para a
remocao do n-hexadecano que representa 70% desta fase (podendo causar danos em
alguns componentes do equipamento) e segundo sem o tratamento de SPE (Figuras IV.7
e IV.8, e IV.9 e IV.10, respectivamente). Procedeu-se da primeira maneira por receio de
rapida saturag¢do da coluna, aumento da pressdo do sistema de analise e redugdo da vida
util da coluna cromatografica com o acimulo dos compostos presentes na reacao, o que
nao se observou realizando o segundo procedimento. Em ambos os procedimentos foi
possivel detectar (em HPLC) somente o composto carbazol, como ilustrado nas Figuras
IV.7 e IV.9, que foi adicionado inicialmente a esta fase a uma concentragdo conhecida,

permitindo visualizar o seu comportamento em funcdo do tempo. Notou-se que o
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comportamento do processo de desnitrogenacao do carbazol variava minimamente entre
os procedimentos (com e sem tratamento com cartucho de SPE), sendo que a amostra
que foi tratada com a técnica de SPE, nas condig¢des testadas, apresentou recuperagdo
inferior (ilustrado na Figura IV.11) em relacdo a amostra que ndo sofreu tratamento

(concentracao aproximadamente 3 vezes menor).
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Figura IV.7: Cromatograma da fase organica do teste de degradagdo do carbazol com tratamento com
cartuchos de extracdo em fase solida.

Na Figura IV.8.a, a amostra controle (sem carbazol) apresentou um valor de
concentragdo de carbazol proximo ao da amostra branco (sem células), o que ocorreu
devido, provavelmente, ao carbazol estar aderido a membrana celular da bactéria, sendo
esta concentragdo de carbazol oriunda do crescimento celular. A pequena variagdo no
tempo de retengdo de alguns picos apresentada nos cromatogramas das Figuras 1V.8.a,
IV.8.b e IV.10.a ¢ decorrente de instabilidades no equipamento, como por exemplo, a
alteracdo da vazdo da fase movel no ato da andlise e/ou no gradiente de concentragdo
dos componentes da fase movel. O consumo do carbazol pela bactéria ficou evidenciado
na Figura IV.8.b com o decréscimo da intensidade dos picos com o decorrer da reagao
de degradacdo (com o aumento do tempo de reagdo, menor € a concentragdo de carbazol
encontrada nesta fase (Figura IV.11)). Com estes resultados, ¢ possivel afirmar que a

bactéria Sphingomonas sp. GTIN11 ¢ capaz de expressar a enzima carbazol 1,9a-
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dioxigenase (CarA), uma dioxigenase angular, usada na primeira etapa da degradagdo

do carbazol.
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Figura 1V.8: Cromatogramas da fase organica do teste de degradag@o do carbazol com tratamento com
cartuchos de SPE. Em a) estdo, respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem carbazol
(controle) e sem células (branco) do teste de degradagdo do carbazol e em b) estdo os dados obtidos para
as amostras da cinética de degradacdo finalizadas em tempos de reagdo diferentes.
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Figura IV.9: Cromatograma da fase organica do teste de degradago do carbazol sem tratamento com

cartucho de extra¢do em fase solida.

A variagdo da intensidade dos picos expostos na Figura IV.10.b apresentou a

mesma variagdo comportamental de intensidade dos picos expostos na Figura IV.8.b,

diferindo somente na apresentacdo de valores mais altos de concentracdo — valor

maximo de intensidade de 800000 puVolts e de 600000 puVolts, respectivamente. Na

Figura IV.10.a, a amostra controle (sem carbazol) também apresentou um pico no

tempo de retencdo do carbazol, mas com menor intensidade. Este comportamento se

repetiu em todos os testes realizados no periodo da dissertacdo, dando indicios de que

este composto estd aderido na membrana celular e/ou que a degradagdo ¢ intracelular,

pois aparentemente as cé¢lulas estdo carreando carbazol do meio de crescimento.
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Figura IVV.10: Cromatogramas da fase organica do teste de degradagdo do carbazol sem tratamento com
cartuchos de SPE. Em a) estdo, respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem carbazol
(controle) e sem células (branco) do teste de degradagdo do carbazol e em b) estdo os dados obtidos para
as amostras da cinética de degradacéo finalizadas em tempos de reacéo diferentes.

Em ambos os procedimentos houve decréscimo exponencial da concentracdo,
como ilustrado na Figura IV.11, sendo que no primeiro experimento, com cartucho de
SPE, a concentragdo se estabilizou mais rapidamente (a partir de aproximadamente 20

minutos de reagdo) em relagdo ao segundo experimento (a partir de aproximadamente
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40 minutos de reacdo), sem o cartucho de SPE. Uma hipotese que pode ser levantada
para esta diferenca na estabilizagao ¢ a perda de material no processo de SPE devido a
quantidade de moléculas dos compostos da rota de degradacao ser superior a quantidade
de sitios ativos especificos na superficie solido do suporte para a adsor¢do (ou que a
quantidade de sitios ¢ baixa), impossibilitando a retencdo de todos os compostos
presentes na amostra gerada no teste (gerando a necessidade de se trabalhar com a
amostra diluida). Aliado a isto, outro possivel motivo desta diferenga ¢ a variacdo na
atividade enzimatica da bactéria no crescimento microbiano (por exemplo, variacdo na
temperatura de crescimento e/ou na agitagdo do meio), visto que os testes foram
realizados com crescimentos bacterianos distintos (realizados em dias diferentes),
podendo haver alteragio na taxa de crescimento celular e produgio enzimatica. E
possivel afirmar isto, pois segundo CARNEIRO et al. (2007), a degradacdo do carbazol
realizado pela bactéria Sphingomonas sp. GTINI1, partindo de 600 mg:L"' de
concentragdo do substrato no 6leo, ocorre em aproximadamente 20 minutos devido a
elevada taxa especifica de consumo deste composto apresentada por esta cepa em

sistema bifasico contendo 70% alifaticos e 30 % aromaticos.

Sabendo-se que a bactéria estd presente na fase aquosa e que o carbazol apresenta
insolubilidade em meio aquoso (composto insolavel em agua a 20°C), adicionou-se um
surfactante (tween 20) ao meio para estabilizar este composto insoluvel nesta fase,
auxiliando o acesso da célula ao substrato. Com isto, torna-se possivel a ocorréncia de
um fendmeno de transporte do carbazol entre ambas as fases, embora seja minimo.
Outra hipotese para o acesso das células ao substrato em uma fase distinta € a existéncia
de um mecanismo de transporte facilitado promovido pela bactéria (o que ndo foi

possivel ser verificado).
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Figura 1V.11: Grafico do perfil de concentragdo do carbazol em fungéo do tempo de reagdo. Em
preto estdo os dados obtidos no experimento realizado com cartucho de SPE e em vermelho estdo os
dados obtidos no experimento realizado sem cartucho de SPE.

Anélise da Fase Aquosa da Biodegradacao do Carbazol

Na analise da fase aquosa foi possivel identificar a presenga dos compostos acido
antranilico, catecol e acido cis,cis-muconico (Figuras IV.12 e 1V.13), que se fazem
também presentes na rota de degradacdo do carbazol pela bactéria escolhida como base
para este estudo (Pseudomonas stutzeri). Isto ¢ um forte indicio de que a bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11 utilizada neste trabalho possui os genes para expressar, se
ndo todas, a maioria das enzimas que a Pseudomonas stutzeri produz para remover o
nitrogénio existente na molécula heteroatomica de carbazol. A presenca destes
compostos na fase aquosa ¢ explicada pela conversdo do carbazol ser realizada no
interior das células bacterianas, uma vez que estas reagdes sdo dependentes de cofatores,
sendo encontrados no meio aquoso devido ao rompimento da membrana celular com o
término da reacdo de degradagdo. Na Figura IV.12 estdo expostos todos os picos
encontrados na fase aquosa do teste de degradacdo do carbazol durante o tempo de

realizacdo da andlise cromatografica.
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Figura 1V.12 : Cromatograma da fase aquosa do teste de degradag@o do carbazol.

E possivel observar na Figura IV.13 a presenga de um pico (pico 5) no tempo de
reten¢do de aproximadamente 10,15 minutos. Este pico foi determinado como sendo a
presenca de tolueno nesta fase (solubilidade de 0,52 g<L"' em 4gua a 20°C). Isto foi
agravado devido a presenca do surfactante tween 20 no meio, estabilizando uma maior
fragdo deste composto nesta fase. Além disto, observa-se também a presenca de um pico
relativo a um composto ndo determinado (pico nimero 6) na Figura IV.13.b,
apresentando um comportamento variavel (aumento e estabilizacdo da intensidade) no
tempo de retencdo de aproximadamente 10,55 minutos. Nao € possivel somente com
esta andlise cromatografica afirmar qual o composto referente a este ultimo pico
(niimero 6) devido a impossibilidade de deteccdo do mesmo pela falta de um padrio

para a comparag¢ao, sendo necessaria a realizacdo de outros testes (vide secao 1V.2.4).
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Figura 1V.13: Cromatogramas da fase aquosa do teste de degradagéo do carbazol. Em a) estdo,
respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem carbazol (controle) e sem células (branco) do
teste de degradacdo do carbazol e em b) estdo os dados obtidos para as amostras da cinética de
degradacdo finalizadas em tempos de reacdo diferentes. Os picos na regido 1 sdo oriundos do meio (tween
20), os picos na regido 2 sdo de acido cis,cis-mucdnico, os picos da regido 3 sdo de catecol, os picos na
regido 4 sdo de acido antranilico, os picos na regido 5 sdo de tolueno e os picos na regido 6 sdo oriundos
da célula (segdo 1V.2.4).
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O pico presente na Figura IV.13 (a e b) no tempo de reteng¢do de aproximadamente
7,9 minutos (pico numero 1) foi encontrado em todos os experimentos apresentando
baixa (ou nenhuma) variacao, sendo encontrado também nos testes branco (sem células)
e controle (sem carbazol). Este pico ¢ referente ao surfactante tween 20 adicionado ao
teste de degradagdo para facilitar o contato entre o substrato (carbazol) presente no 6leo
e a célula presente na fase aquosa, através do aumento da superficie de contato entre o
carbazol e o biocatalisador. Esta hipotese foi confirmada através da inje¢do direta do
surfactante em meio aquoso no equipamento de cromatografia liquida, sendo possivel

visualizar a presenca de um pico na regido do tempo de retengdo de 7,9 minutos.

A Figura IV.14 ilustra a reducdo da intensidade do pico da fracdo de carbazol que
se encontrou estabilizada no meio aquoso pelo surfactante, repetindo o comportamento
encontrado na fase organica. Isto demonstra que o microrganismo realmente possui 0s
genes que expressam as enzimas utilizadas na degradagdo do carbazol, sendo capaz de
remover o nitrogénio desta molécula. E ainda possivel afirmar, observando as Figuras
IV.13.b e IV.14, que a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11 transforma o carbazol em
acido antranilico e que esta utiliza este ultimo composto em seu catabolismo,
removendo o nitrogénio e convertendo-o em catecol (picos 4 e 3, respectivamente), isto
tudo catalisado pela enzima antranilato 1,2-dioxigenase (AntABC). Em seguida, o
catecol gerado sofre uma rea¢do de orto-clivagem (intradiol dioxigenase) formando

acido cis,cis-muconico (picos 3 e 2, respectivamente).
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Figura IV.14: Cromatogramas da fase aquosa do teste de degradacéo do carbazol. Em a) estdo,
respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem carbazol (controle) e sem células (branco) do
teste de degradagao do carbazol e em b) estdo os dados obtidos para as amostras da cinética de
degradacao finalizadas em tempos de reacdo diferentes. Os picos na regido 1 sdo de carbazol e os picos na
regido 2 sdo oriundos do meio do teste.

Com a analise cromatografica, pode-se determinar também o comportamento, em
funcdo do tempo de reacdo do experimento, de cada composto da rota metabolica

detectado no teste de degradacdao do carbazol (Figuras IV.12, IV.13, IV.14 e 1V.15),
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verificando que composto ¢ gerado e/ou consumido no intervalo de tempo da reacdo.
Estes resultados auxiliaram no entendimento do mecanismo de degradacao do carbazol
no sistema bifasico para a cepa GTIN11, identificado que a etapa lenta deste processo ¢
o transporte do substrato carbazol do dleo para a dgua, vista a baixa concentragao de
carbazol encontrada na fase aquosa, limitando a conversdo deste em dacido cis,cis-

mucoOnico.

Em relagcdo ao comportamento do carbazol (Figura IV.15) adicionado inicialmente
na fase organica do teste de biodegradagdo, nota-se que, mesmo sendo somente
acrescido no 6leo, ¢ possivel encontra-lo também na fase aquosa (ponto 0 minuto), mas
em pequenas concentragdes. Isto significa que esta substancia, com auxilio de um
surfactante, consegue se manter em adgua (pequena solubilidade), facilitando o acesso da
bactéria para o consumo do carbazol através do aumento da superficie de contato entre a

célula ¢ a molécula (CARNEIRO et al., 2007).

Embora os graficos da Figura IV.15 ilustrem valores diferentes de estabiliza¢do da
concentragdo nos minutos finais do teste, ¢ possivel observar que ambos (primeiro e
segundo teste de degradacdo do carbazol) apresentaram baixos intervalos de
concentracdes no decorrer do teste (entre 0 e 2,3 mg+L™"), aumento da concentragio do
meio nos 5 minutos iniciais do teste de degradacdo e posterior decréscimo. Isto
comprova que ha um mecanismo de transporte do carbazol, auxiliado pelo surfactante,
em direcdo a agua (transferéncia de massa entre as fases do sistema) e depois para o

interior da célula, facilitando o contato do mesmo com a bactéria.
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Figura 1V.15: Graficos do perfil de concentragéo do carbazol na fase aquosa do teste de degradagio do
carbazol em fun¢go do tempo de reagdo. Os pontos em preto correspondem aos resultados obtidos no teste
1 e os pontos em vermelho correspondem aos resultados obtidos no teste 2 (réplica).

De acordo com o que esta ilustrado nos graficos da Figura IV.16, o acido
antranilico produzido apresentou comportamento bastante similar entre os testes
realizados, havendo actimulo deste composto com geracdo deste composto nos
primeiros 10-20 minutos de reagdo até atingir aproximadamente 45-55 mg+L™ e seu
posterior consumo, com igual velocidade de acumulo, estabilizando logo apds atingir

uma faixa de concentracio entre 5 ¢ 10 mg+L™".

Os graficos da Figura IV.17 ilustram que o catecol produzido se comportou da
mesma maneira nos experimentos realizados nesta dissertacdo, apresentando um
aumento linear da concentracdo até aproximadamente 20 minutos de reagdo, com

subsequente desaceleracdo e posterior decréscimo nos ultimos 20 minutos do teste.
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Figura 1V.16: Grafico do perfil de concentragdo do acido antranilico na fase aquosa do teste de
degradacdo do carbazol em funcdo do tempo de reagdo. Os pontos em preto correspondem aos resultados
obtidos no teste 1 e os pontos em vermelho correspondem aos resultados obtidos no teste 2 (réplica).

O acido cis,cis-muconico produzido no experimento de degradacdo do carbazol e
explanado na Figura IV.18 tem sua concentracdo aumentada no meio aquoso durante
todo o tempo de realizagdo do teste, demonstrando um crescimento linear mais
acentuado nos primeiros 10-20 minutos de reacdo, desacelerando a sua formagdo apos
10-20 minutos de reacdo, mantendo-se em um ligeiro aumento (tendendo a um valor
constante) até o final do experimento. Isto pode significar que no teste de resting cells a
cepa GTIN11 s6 ¢ capaz de degradar a molécula de carbazol até a formacdo de acido
cis,cis-muconico, visto que ndo foi possivel detectar o surgimento ou a variagdo de

nenhum pico nesta analise.
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Figura 1V.17: Grafico do perfil de concentragao do catecol na fase aquosa do teste de degradagdo do
carbazol em fun¢o do tempo de reagdo. Os pontos em preto correspondem aos resultados obtidos no teste
1 e os pontos em vermelho correspondem aos resultados obtidos no teste 2 (réplica).

A leve diferenga na concentragdo e no comportamento de alguns dos metabolitos
gerados na rota de degradagdo apresentada nas Figuras IV.15, 1V.16, IV.17 e IV.18
pode ser explicada devido a variagdes da atividade enzimatica no interior das células da
bactéria entre os testes, visto que os mesmos sdo realizados com indculos bacterianos

distintos pois sdo realizados em diferentes dias.
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Figura IV.18: Grafico do perfil de concentragdo do acido cis,cis-mucénico na fase aquosa do teste de
degradag@o do carbazol em fungdo do tempo de reag@o. Os pontos em preto correspondem aos resultados
obtidos no teste 1 e os pontos em vermelho correspondem aos resultados obtidos no teste 2 (réplica).

Com os resultados do experimento de biodegradacdo obtidos em HPLC até o
momento, notou-se que na degradagdo do carbazol utilizando a bactéria Sphingomonas
sp. GTINI11 ocorre a transferéncia da molécula nitrogenada para a fase aquosa (por
difusdo e/ou transporte facilitado realizado pela célula) e que os compostos produzidos
pela bactéria, acido antranilico, catecol e acido cis,cis,mucdnico (esquema da rota
apresentado na Figura IV.19), e detectados na cromatografia estdo diretamente ligados
entre si, possuindo quase que concomitantemente 0s mesmos comportamentos,
diferindo somente no ponto maximo de concentracdo atingido. Ja4 os compostos 2’-
amino bifenil-2,3-diol ¢ HOADA, descritos na literatura como metabolitos
intermediarios na conversao do carbazol em acido antranilico (LARENTIS, 2005), nao
foram detectados nesta analise (taxa de reagao muito alta), sendo necessaria a realizagao
de experimentos de degradacdo partindo destas moléculas ou redug¢do do tempo de
analise para a confirmagdo de que a rota de degradagdo do carbazol exercida pela cepa
GTINI11 percorre caminho igual ao da Pseudomonas stutzeri. Foi possivel ainda
observar que a taxa de degradacdo do carbazol apresentada pela cepa GTINI11 foi 4,87

vezes maior no meio bifasico (38,92 umoles de carbazol por minuto por grama de célula
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seca) que no meio monofasico (somente com a fase aquosa) exposto por KILBANE II et

al. (2002) (se¢ao I1.2).
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Figura IV. 19: Esquema do mecanismo de degradagdo do carbazol no interior da célula (adaptado de
MONTICELLO, 2000).

IV.2.2.2 — Biodegradagao do 2,3-Dihidroxi Bifenil e 2-Amino Bifenil

Para saber se a rota de desnitrogenacdo do carbazol empregando bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11 passa pelo metabdlito intermedidrio 2’-amino bifenil-2,3-
diol que ¢ encontrado na rota do microrganismo base, optou-se por executar o teste de
resting cells partindo das moléculas similares 2,3-dihidroxi bifenil e 2-amino bifenil,

observando o comportamento da bactéria escolhida para este trabalho no tempo de
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reacdo (em relacdo a estes compostos), se a mesma € capaz de expressar as enzimas
dioxigenase de meta-clivagem e HOADA hidrolase (biocatalisadores de duas etapas na
rota da Pseudomonas stutzeri) e qual o local de atuag¢do da enzima expressa pela cepa

na(s) molécula(s) andloga ao 2’-amino bifenil-2,3-diol.

Analise da Fase Aquosa da Biodegradacdo do 2-Amino bifenil e 2,3-Dihidroxi bifenil

Analisando-se a fase aquosa deste teste, foi possivel observar que a reagdo de
degradagdo ocorreu somente no experimento referente a Figura IV.20, mostrando que a
bactéria em questao ¢ capaz de consumir a molécula de 2,3-dihidroxi bifenil, levando a
niveis ndo detectdveis da mesma no meio em, aproximadamente, 5 minutos de reagdo
(Figura IV.22.a). Estes dados confirmam o que ja era esperado apos a analise dos dados
de degradacdo partindo da molécula de carbazol, explicando a impossibilidade na
deteccdo do metabdlito 2’-amino bifenil-2,3-diol devido a alta velocidade de reagdo
apresentada por esta enzima na rota metabolica da Sphingomonas sp. GTIN11 (estado

quasi-estacionario).

Em relagdo a molécula Acido do 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-amino fenil)-hexa-2,4-
diendico (HOADA), metabdlito subsequente ao 2’-amino bifenil-2,3-diol na rota de
degradagdo do carbazol de acordo com dados obtidos na literatura para a bactéria
Pseudomonas stutzeri (OUCHIYAMA, 1998; LARENTIS,2005), ¢ possivel afirmar que
a rota realizada pelo microrganismo utilizado neste trabalho passa por esta molécula,
visto os resultados obtidos no teste descrito nesta secdo e que ha formagao de acido
antranilico no meio reacional (metabolito seguinte a esta molécula), mostrando que a
Sphingomonas sp. GTIN11 é também capaz de expressar a enzima HOADA hidrolase ¢

que a mesma também apresenta alta velocidade de reacio.
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Figura IV.20: Cromatogramas da fase aquosa do teste de degradacéo do 2,3-dihidroxi bifenil. Em a)
estdo, respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem 2,3-dihidroxi bifenil (controle) e sem
células (branco) do teste de degradagdo do 2,3-dihidroxi bifenil e em b) estdo os dados obtidos para as
amostras da cinética de degradagdo finalizadas em tempos de reagdo diferentes. O pico na regido de
tempo de retencao 13,80 minutos ¢ de 2,3-dihidroxi bifenil. Os demais picos ndo sdo de interesse neste

teste.
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Ja em relagdo ao teste reacional partindo da molécula de 2-amino bifenil, ¢
possivel observar nos dados apresentados nas Figuras IV.21 e IV.22.b que ndo houve
consumo da mesma, demonstrando assim que a reacdo enzimatica nesta etapa somente
ocorre no anel aromatico da molécula de 2’-amino bifenil-2,3-diol onde estdo ligados os
grupamentos hidroxilas. Isto ¢ mais um indicio de que a bactéria Sphingomonas sp.
GTINI1 possui em seu DNA gendémico os genes carBaBb e car C, e que é capaz de
expressar as enzimas dioxigenase de meta-clivagem e HOADA hidrolase que sdo
responsaveis pela sequéncia da rota de degradacdo do carbazol uma forma de

confirmagao sdo as técnicas de biologia molecular).

A Figura 1V.22, que mostra o comportamento da concentracdo dos compostos
utilizados nesta secdo em relacdo ao tempo de reagdo, auxiliou na compreensdo das
referentes etapas na rota de degradagdo para a geragdo do modelo matematico
representativo do fendmeno analisado nesta dissertagdo de mestrado e estimagdo dos
parametros cinéticos. A alta concentracdo dos compostos 2,3-dihidroxi bifenil e 2-
amino bifenil encontrada na fase aquosa ¢, provavelmente, por causa da presenga do
surfactante no meio, demonstrando que had uma melhor estabilizagdo destas moléculas

frente ao carbazol (mesmo apresentando dois anéis benzénicos em suas estruturas).
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Figura IV.21: Cromatogramas da fase aquosa do teste de degradacdo do 2-amino bifenil. Em a) estdo,
respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem 2’-amino bifenil (controle) e sem células
(branco) do teste de degradag@o do 2’-amino bifenil e em b) estdo os dados obtidos para as amostras da
cinética de degradagdo finalizadas em tempos de reacdo diferentes. Os picos na regido de tempo de
retencdo 14,85 minutos sdo de 2-amino bifenil.
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Figura 1V.22: Grafico do perfil de concentragdo do 2,3-dihidroxi bifenil e do 2-amino bifenil na fase
aquosa do teste de degradacao em funcao do tempo de reagdo.

Analise da Fase Organica da Biodegradacao do 2-Amino bifenil e 2,3-Dihidroxi bifenil

A analise da fase organica (Figura IV.23) possibilitou somente a detecciao do pico
correspondente ao composto 2,3-dihidroxi bifenil, que apresentou concentragdo mais
baixa em relagdo a este mesmo composto presente na fase aquosa. Sabe-se que esta
molécula apresenta alta insolubilidade em meio aquoso, contrariando o resultado obtido
neste teste. Este fenomeno também pode ser explicado (j& comentado no paragrafo
anterior) devido a presenga do surfactante tween 20 no meio aquoso, que estabilizaria
este composto no meio onde a cepa estd presente e sendo auxiliado pela presenga de

dois grupamentos hidroxila nesta molécula, conferindo-a alguma polaridade.
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Figura IV.23: Cromatogramas da fase organica do teste de degradacdo do 2,3-dihidroxi bifenil. Em a)
estdo, respectivamente, os dados obtidos para as amostras sem 2,3-dihidroxi bifenil (controle) e sem
células (branco) do teste de degradagdo do 2,3-dihidroxi bifenil e em b) estdo os dados obtidos para as
amostras da cinética de degradagdo finalizadas em tempos de reagdo diferentes. O pico na regido de
tempo de retencao 13,80 minutos ¢ de 2,3-dihidroxi bifenil.

Em ambas as fases do teste o 2,3-dihidroxi bifenil apresentou o mesmo

comportamento, exibindo uma reducdo da concentragdo extremamente rapida, quando
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comparado com os demais compostos da rota (reduzindo de 155 a quase 0 mg+«L™" em
aproximadamente 5 minutos na fase organica) (Figura 1V.24). O baixo valor de
concentragdo encontrado na fase orgnica do teste (155 mg+L™") frente ao adicionado
inicialmente (400 mgsL™"), devido & transferéncia de massa do composto para a fase
aquosa, aos efeitos de estabilizagdo oriundos do surfactante presente na adgua e a alta

velocidade reacional da enzima dioxigenase de meta-clivagem no interior da célula.
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Figura 1V.24: Grafico do perfil de concentra¢ao do 2,3-dihidroxi bifenil na fase organica do teste de
degradagdo em funcdo do tempo de reag@o.

Os resultados dos testes de degradacdo dos compostos 2-amino bifenil e 2,3-
dihidroxi bifenil possibilitaram a afirmagao da capacidade de degradagdo de pelo menos
um dos substratos pelo biocatalisador, da existéncia de uma enzima na bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11, a CarB (dioxigenase de meta-clivagem), participante da
rota de degradacao do carbazol e de que esta enzima atua degradando o anel hidroxilado
na molécula de 2’-amino bifenil-2,3-diol, possivelmente na posicdo meta (extradiol).
Além disto, por analogia, pode-se afirmar também que a cepa GTINI1 expressa a
enzima CarC (hidrolase) para a degradagdo do acido 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-amino
bifenil)-hexa-2,4,diendico (HOADA), visto que a bactéria ¢ capaz de degradar o

carbazol em &cido antranilico passando pelo composto 2’-amino bifenil-2,3-diol. Outra
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afirmacdo que pode ser feita através dos resultados obtidos até o momento nesta se¢ao €
a existéncia da enzima de dioxigenagdo angular (carbazol 1,9a-dioxigenase) na cepa

GTINII.

1V.2.3 — Anélise de Amdnia/Amonio

De acordo com dados da literatura (KIRIMURA et al., 1999; CARNEIRO et al.,
2007), o nitrogénio removido por microrganismos da molécula de carbazol ¢
transformado em amoénia/aménio e em seguida utilizado na producdo de proteinas e
aminoacidos. Por este motivo, este experimento teve por objetivo descobrir se no teste
de degradac¢ao do carbazol (resting cells) ha realmente a liberagdo do nitrogénio na
forma NH3/NH," para confirmar a remogio do heterodtomo no meio reacional e
quantifica-lo (curva de calibracdo da amonia/aménio ¢ encontrada no Anexo 3 desta

dissertacao de mestrado).

O método fenol-hipoclorito (FAWCET e SCOTT, 1960; WEATHERBURN,
1967) foi utilizado para a confirmagio da hipotese de formagio de NH3/NH,", visto que
houve um indicio desta formacdo devido a elevagdo do pH do meio reacional com o
decorrer do tempo de reagdo (o pH do meio tamponado em 7,0 com tampao fosfato 0,1
mol-L™" se elevou a aproximadamente 9,0 no intervalo de 60 minutos de reago). Na
Figura IV.25 estdo expostos os resultados obtidos pelo método fenol-hipoclorito, sendo

possivel observar o perfil de concentragdo do nitrogénio no decorrer do teste.

Observa-se na Figura IV.25 que na reagdo em questdo ha a liberagdo do nitrogénio
na forma de amonia/amonio e que esta libera¢do ocorre de maneira crescente no tempo,
atingindo a concentragio maxima de 93,2 mg«L"'. O erro médio apresentado pelo
método foi de 4,82%, demonstrando a confiabilidade do mesmo para a analise realizada

nesta sec¢ao.
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Figura 1V.25: Grafico do perfil de concentragdo da amdnia/aménio na fase aquosa do teste de
degradacgao do carbazol em funcio do tempo de reagdo, com o erro experimental referente a cada ponto.

IV.2.4 — Anélise de Degradacao do Oleo Sintético

Para eliminar davidas que surgiram no decorrer deste trabalho, foram realizados
testes de resting cells sem a presenga de carbazol, 2,3-dihidroxi bifenil ¢ 2-amino bifenil
(somente tampao fosfato com surfactante, 6leo sintético e células) para verificar se a
bactéria Sphingomonas sp. GTINI1 também seria capaz de metabolizar o tolueno
constituinte do dleo sintético (que simula o dleo tratado em refinarias). Levantou-se esta
hipdtese devido ao aparecimento desta molécula na fase aquosa, com a presenca de um
pico, em aproximadamente 10,15 minutos de reagdo, e a baixa variacao deste pico no

meio aquoso.

As Figuras IV.26 ¢ IV.27 expdem o aparecimento do pico de tolueno no tempo de
retencdo de aproximadamente 10,15 minutos em ambas as fases analisadas. Isto também
¢ explicado pela presenga do surfactante tween 20 no meio aquoso, facilitando e
estabilizando a molécula de tolueno na agua (mesmo motivo ja descrito nas segdes
IV.2.2.1 e IV.2.2.2). Além disto, pode-se notar que ndo ha variacdo da concentracao de

tolueno em ambos os meios, podendo afirmar que esta molécula nao foi degradada pelo
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microrganismo. Outra observagdo a ser feita ¢ que o pico em meio aquoso (Figura
IV.26) no tempo de retengdo de 10,6 minutos ndo tem relacdo com o tolueno e
possivelmente também ndo tem com a rota de degradagdo do carbazol, mesmo que este
pico esteja apresentando variacdo em fun¢do do tempo, pois aparentemente este pico
advém do metabolismo celular por estar presente somente na fase aquosa e por estar
também presente no teste de degradacdo do carbazol. Nao foi possivel identificar
através desta andlise a qual composto este pico pertence, havendo a necessidade de

utilizacao de outras técnicas (se¢ao IV.2.5).
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Figura 1V.26: Cromatograma da fase aquosa do teste de degradagdo do tolueno. O pico na regido do
tempo de retengdo de aproximadamente 10,15 minutos € referente ao tolueno.
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Figura IV.27: Cromatograma da fase organica do teste de degradagdo do tolueno. O pico na regido do
tempo de reteng@o de aproximadamente 10,15 minutos € referente ao tolueno.

IV.25 - Analise de Cromatografia Gasosa com Espectrometro de Massas
Acoplado (GC/MS)

Para a confirmagdo dos compostos referentes aos picos dos experimentos de
biodesnitrogenacao obtidos na cromatografia liquida e eventual determinagdo dos
compostos referentes aos picos que ndo havia padrdo para comparagdo, optou-se por
utilizar o aparelho de espectroscopia de massas como mais uma ferramenta de
identificagdo das moléculas da rota de degrada¢do do carbazol. Para isto, fez-se esta
analise em cromatografo gasoso acoplado com um espectrometro de massas seguindo a
programacao descrita na secdo II1.2.2 e obtendo o cromatograma ilustrado na Figura

IV.28.
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Figura IV.28: Cromatograma, obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas, da
amostra gerada na biodesnitrogenagdo do carbazol pela cepa GTIN11 de Sphingomonas sp..

Analisando a Figura IV.28 ¢ possivel perceber a presenca dos compostos carbazol,
acido antranilico e catecol, referentes ao teste de biodegradacao, além do 1,7-dihidroxi
naftaleno (padrao interno), n-hexadecano e tolueno, referentes ao 6leo. O 4cido cis,cis-
muconico, encontrado na andlise de cromatografia liquida, ndo foi detectado devido a
limitagdes do equipamento (possivelmente acontecendo o mesmo com os demais picos
encontrados na cromatografia liquida, como por exemplo o pico no tempo de retengdo

de 10,6 minutos da Figura IV.26).

As Figuras 1V.29, 1V.30, IV.31, IV.32 e IV.33, ilustram a comparagdo dos
espectros dos compostos encontrados na analise de GC/MS. As comparagdes dos
compostos carbazol, acido antranilico, catecol, 1,7-dihidroxi naftaleno e tolueno, com
os padrdes existentes na biblioteca de espectros do equipamento apresentaram,
respectivamente, 97%, 85%, 79%, 97% e 97% de similaridade, confirmando a formagao
de acido antranilico e catecol na rota de biodesnitrogenagdo do carbazol. O espectro do
n-hexadecano nado foi acrescido como resultado desta andlise, pois esta molécula nao
constava na biblioteca de espectros do equipamento. Dentre as possibilidades de
estruturas fornecidas pelo espectrometro de massas para o pico de n-hexadecano,
somente constavam moléculas de compostos alcanos com longas cadeias, possibilitando
a deducgdo que o pico ¢ realmente referente a esta molécula (inico composto alcano

acrescido no teste).
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Figura IV.29: Espectro de massas para a comparagdo do pico de carbazol obtido na amostra com o
padrdo. Esta comparag@o apresentou 97% de similaridade.
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Figura 1V.30: Espectro de massas para a comparagao do pico de acido antranilico obtido na amostra com
o padrdo. Esta comparacdo apresentou 85% de similaridade.
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Figura 1V.31: Espectro de massas para a comparagao do pico de catecol obtido na amostra com o padréo.
Esta comparagdo apresentou 79% de similaridade.

Com os resultados obtidos nesta andlise, pode-se confirmar que a bactéria
Sphingomonas sp. GTINI11 realmente ¢ capaz de converter o carbazol em acido
antranilico e posteriormente em catecol. Com isto, pode-se afirmar que a cepa utilizada
no teste de degradacdo do carbazol ¢ capaz de expressar a enzima antranilato 1,2-

dioxigenase (AntABC).
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Figura 1V.32: Espectro de massas para a comparagao do pico de 1,7-dihidroxi naftaleno (padrio interno)
obtido na amostra com o padrdo. Esta comparagdo apresentou 97% de similaridade.
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Figura 1V.33: Espectro de massas para a comparagéo do pico de tolueno obtido na amostra com o
padrdo. Esta comparag@o apresentou 97% de similaridade.

IV.3 - GERACAO DE MODELO DO SISTEMA REACIONAL

Os dados apresentados nesta se¢@o tiveram como objetivo representar, através de
um modelo matematico, o consumo do composto organico nitrogenado de modo a obter
parametros bioquimicos do processo utilizando a cepa Sphingomonas sp. GTINI11.
Nesta fase, as equagdes diferenciais ordinarias (EDQO’s) representativas do sistema
foram resolvidas pelo método de Runge-Kutta, fazendo-se uso do programa Maple® 12.
Além disto, estimou-se os parametros dos modelos cinéticos gerados utilizando o
programa Fortran® 11 (usando o método heuristico do Enxame de particulas associado
ao método de Gauss-Newton) devido a complexidade do conjunto de EDO’s geradas,

valendo-se dos dados experimentais obtidos.

Neste processo a modelagem foi realizada considerando a transformacgao
enzimatica do carbazol em Aacido cis,cis-mucdnico. Considerou-se estado quasi-
estacionario (reacdes muito rapidas) para a formacdo e consumo do 4cido 2-
hidroxipenta-2,4-diendico e demais compostos subsequentes desta parte da rota devido
a eles ndo terem sido detectados nas andlises cromatograficas. O mesmo pode ser
considerado para os compostos 2’-amino bifenil-2,3-diol e acido 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-

amino fenil)hexa-2,4-diendico (estes foram modelados usando o 2,3-dihidroxi bifenil,
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composto similar ao 2’-amino bifenil-2,3-diol, para a obtencdo de valores

experimentais).

Considerou-se também que o carbazol presente no 6leo ¢ transferido para a dgua
respeitando o fendmeno de transferéncia de massa, auxiliado pela aeragdo do processo
através da agitagdo. Outra consideracdo também feita foi que a transformagao
enzimatica do carbazol em acido cis,cis-muconico ocorre a nivel intracelular ou de
membrana, assim, o carbazol extracelular ¢ transportado para o interior da célula através

da membrana celular e transformado enzimaticamente em acido cis,cis-muconico.

No crescimento celular o carbazol assimilado ¢ transformado em acido antranilico
pela atuacdo das enzimas carbazol 1,9a-dioxigenase, dioxigenase de meta-clivagem e
HOADA hidrolase, e que em seguida sofrerd atuacdo da enzima antranilato 1,2-
dioxigenase que removerd o nitrogénio da molécula, utilizando-o na producdo de
proteinas e aminodacidos. Foi considerado também que a atuagdo desta ultima enzima
gera uma molécula de catecol que ird ser atacada via orto-clivagem (intradiol) pela
enzima catecol 1,2-dioxigenase (formacgdo de acido cis,cis-miuconico ), seguindo na
rota de degradacdo para servir de fonte de carbono para a célula (para a modelagem da
degrada¢ao do carbazol em sistema bifasico com o teste de resting cells nao sera
considerado o consumo do acido cis,cis-muconico, somente havendo acumulo do

mesmo).

A transformag¢do enzimatica do carbazol em acido cis,cis-mucdnico no teste de

resting cells pode ser esquematizada da seguinte maneira (similar a Figura II.6):

dioxigenacdo
C Transf. Massa )C angular >Am meta—clivagem \H hidrolise \An dioxigenacdo >Ao

0 a 710 4

dioxigenagéo dioxigenacdo
A, 2 5 C, 9T s M

co
sendo o carbazol representado por C, no 6leo e C, na agua, o 2’-amino bifenil-2,3-diol
por An, o dcido 2-hidroxi-6-0x0-6-(2’-amino fenil)hexa-2,4-diendico por H,, acido
antranilico por A;, a amonia/amoénio por A,, o catecol por C; e o acido cis,cis-muconico

por M.
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A primeira etapa deste esquema representa o transporte do carbazol do 6leo para o
interior da célula e as etapas subsequentes representam as reacdes enzimaticas de
assimilacdo do carbazol sob a agdo catalitica das enzimas de dioxigenacdo angular,
dioxigenacdo de meta-clivagem, hidrolise, dioxigenacdo e de dioxigenagdo de orto-
clivagem. Reputou-se na modelagem que esta reacao ¢ intracelular devido a necessidade
da utilizacdo de cofatores na dioxigenagdo angular do carbazol a 2’-amino bifenil-2,3-
diol (primeira etapa da degradagdo do carbazol) e na dioxigena¢ao do acido antranilico
a catecol, para que haja atividade enzimatica nestas transformagdes (BUNDY et al.,
1998; NOIJIRI et al., 1999; NOJIRI et al., 2001b; NOJIRI ¢ OMORI, 2002b). Além
disto, adotou-se que a concentragdo celular (X) no teste de degradagdo ¢ constante, pois
ndo ha adi¢do de nutrientes para o crescimento no decorrer do experimento (a vantagem
de empregar a técnica de resting cells, em comparagdo com uso de enzimas in Vitro, é

que nao hé necessidade da adi¢do de cofatores necessarios a reagao).

A seguir estdo apresentadas as equagdes de balango de massa geradas para o

sistema de degradacdo do carbazol utilizando a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11.
Balanco de massa para a difusdo do carbazol do 6leo para o interior da célula.

dC,® _
dt

Kz - (C,o (1) = kg, -C, (1) (IV.1)

Balanco de massa para o carbazol (no interior de célula)

dC, (1) k,-C_(1)
at’ =k, -(C,(t)-k, -C, (1) —2—". 1v.2
dt la ( o( ) eq a( )) kml N Ca (t) ( )
Balanco de massa para o 2’-amino bifenil-2,3-diol (no interior de célula)

dt  ky+C,(0 Ky +A,®

96



Balanco de massa para o HOADA (no interior de célula)

dHo(t): kz'Am(t) X — k3'Ho(t) X

(IV.4)
dt Ky + A Ky +Ho (D)
Balanco de massa para o acido antranilico (no interior de célula)
dAn(t)= k3-H0(t) X — k4'An(t) X (IV.5)
dt Ky +H () Ky + A
Balanco de massa para a amonia/aménio (no interior de célula)
dAo (t) _ k4 ) An (t) X (IV.6)
dt kg, + A0
Balanco de massa para o catecol (no interior de célula)
dCt ® _ k4 A1) X — ks 'Ct ) X (IV.7)
dt K, + A, 1) K.s +C, (1)
Balanco de massa para o acido cis,cis-muconico (no interior de célula).
nd(t) _ ks -C (D) X — k6 ‘M. (1) X (IV.8)

0 Ky +C, (1)  Kpo + M (D)

Como no teste de resting cells aparentemente s6 ha formagdo do acido cis,cis-
muconico durante o tempo de duracdo da reacdo (¢ extremamente baixa ou nula a
atividade da enzima cis,cis-muconato cicloisomerase na degradacdo deste composto).
Por isso, 0 2° termo da equagdo pode ser aproximado para zero (2° termo da equacao <<

1° termo da equacdo ou € nulo).

nd(t) _ ks 'Ct(t) X
dt K,s +C, (1)

(IV.9)
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Nos modelos descritos pelas equagdes de V.1 a IV.9, o parametros kj, representa
a constante de transferéncia de massa do carbazol do 6leo para o interior da célula
(tempo™), keq a constante de equilibrio do carbazol entre as fases oleo e agua, X
representa o valor constante da concentracdo enzimatica no teste (diretamente
proporcional a concentragdo celular em massasvolume™) e ki ¢ kny (i = 1, 2, ..., 6) 0s
respectivos pardmetros do modelo de Michaelis-Menten (mol-massa'stempo™ e
mol«volume™, respectivamente). Os termos positivos das equagdes representam o ganho
do modelo e os termos negativos das equacgdes representam a assimilacdo dos
compostos pelas células (termo de consumo do modelo). Nas Tabelas IV.2 e V.3 estao
expostos, respectivamente, os valores dos parametros de transferéncia de massa kj, e do
modelo de Michaelis-Menten k; € ki (1= 1, 2, ..., 5) determinados através do programa

Fortran® 11, e a matriz de correlagdo entre 0s mesmos.

Tabela 1V.2: Valores dos pardmetros estimados em Fortran® 11 utilizados na modelagem do processo
considerando a transformagao enzimatica do carbazol em acido cis,cis-muconico (valores constantes:
Keg =240,7 e x =3 g.L").

Parametros Valores
Kia [min."'] 9,8673
k; [mol+(gsmin.)"] 1,06264
K1 [mol«L "] 0,315243
k, [mol«(gsmin.)"'] 0,502996
Kz [mol«L ] 0,313198
ks [mol+(gsmin.)"'] 0,502996
K3 [mol«L™"] 0,313198
k4 [mol+(g«min.)"'] 0,171605
K4 [mol«L "] 0,995191
ks [mol«(gsmin.)']  0,000132171
Kms [mol+L™"] 0,0138187

Na Tabela I'V.3, quanto mais proximo de 1 for o valor, mais correlacionados estdo
os parametros, sendo que os valores positivos de correlagdo significam que conforme o
valor de um parametro aumenta o outro também ird aumenta (e vice-versa), ¢ valores
negativos de correlacdo significam de conforme o valor de um parametro aumenta o

outro diminuira (e vice-versa). Quando os valores estdo altamente correlacionados, os
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erros paramétricos dos modelos ficam maiores. No caso deste trabalho, esses erros

apresentaram valores superiores a 25% (somente o kj, teve erro abaixo de 25%

(1,08%)).

Tabela 1V.3: Matriz de correlagéo entre os pardmetros do modelo gerado para a transformagéo do
carbazol em 4cido cis,cis-mucdnico utilizando a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11.

kIa kl kml k2 km2 k3 km3 k4 km4 k5 kmS
Kia | 1,0000 0,1863 0,1863 0,0399 0,0399 0,0870 0,0874 -0,0015 -0,0015  0,0078 0,0079
k1 0,1863 1,0000 1,0000 0,1537 0,1537 0,0712 0,0725 0,1434 0,1435 0,0267 0,0273
Km1 0,1863 1,0000 1,0000 0,1537 0,1537 0,0712 0,0725 0,1434 0,1435 0,0267 0,0273
k2 0,0399 0,1537 0,1537 1,0000 1,0000 -0,3023  -0,2993 -0,7643  -0,7643 0,2409 0,2400
Km2 0,0399 0,1537 0,1537 1,0000 1,0000 -0,3023  -0,2993 -0,7643  -0,7642 0,2409 0,2400
k3 0,0870 0,0712 0,0712 -0,3023  -0,3023 1,0000 1,0000 0,1197 0,1197 0,1025 0,0993
Kma 0,0874 0,0725 0,0725 -0,2993  -0,2993 1,0000 1,0000 0,1171 0,1171 0,1036 0,1004
Ky -0,0015 0,1434 0,1434  -0,7643  -0,7643 0,1197 0,1171 1,0000 1,0000 -0,2588  -0,2562
Kma -0,0015 0,1435 0,1435 -0,7643  -0,7642 0,1197 0,1171 1,0000 1,0000 -0,2588  -0,2562
ks 0,0078 0,0267 0,0267 0,2409 0,2409 0,1025 0,1036 -0,2588  -0,2588 1,0000 0,9999
Kms 0,0079 0,0273 0,0273 0,2400 0,2400 0,0993 0,1004 -0,2562  -0,2562  0,9999 1,0000

No Anexo 4 se encontra a listagem do programa utilizado na modelagem do

processo, considerando a transferéncia de massa entre as fases do sistema e a

transformagdo enzimatica do carbazol em acido cis,cis-muconico no interior da célula.

As Figuras 1V.34, 1V.35, 1V.36, IV.37 e IV.38, ilustram o perfil obtido na

simulagdo das funcdes geradas para representacdo matemadtica do comportamento da

cinética enzimatica.
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Figura 1V.34: Resultados da simulagdo do modelo de degradagdo do carbazol gerado, usando os
pardmetros estimados em Fortran® 11. Os gréficos de carbazol na fase 6leo e carbazol na fase aquosa
apresentam os resultados de concentragio versus tempo (mol-L™"' versus minutos) da simulagéo.
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Figura IV.35: Resultados da simulagdo do modelo de degradacdo do carbazol gerado, usando os
pardmetros estimados em Fortran® 11. Os gréficos de 2’-amino bifenil-2,3-diol apresentam os resultados
de concentragio versus tempo (mol-L™" versus minutos) da simulagio.

Os resultados expostos nas Figuras 1V.34, 1V.35, IV.36, IV.37 e IV.38, indicam
que o modelo proposto representa de maneira satisfatoria o consumo do carbazol e dos
metabolitos de sua rota de degradacdo para as condi¢des descritas na secdo III.1.4,
reproduzindo o comportamento apresentado nos experimentos para todos 0os compostos
detectados. Na Figura 1V.34 estdo expostos os comportamentos do carbazol tanto na
fase organica (C,) quanto na fase aquosa (C,). Pode-se observar nesta Figura que a
concentragdo do carbazol decai exponencialmente no transcorrer do teste de
degradagdo, igualmente ao mostrado com os pontos experimentais, sendo que somente
na fase aquosa ha um aumento da concentracdo presente no meio nos primeiros 5
minutos de reagdo e logo apds ocorre a reducdo, ndo atingindo o valor zero de
concentragdo nos 60 minutos do teste (o que ndo ocorre na fase organica). Este
comportamento inicial dos pontos experimentais na fase aquosa pode ser explicado
devido ao termo de transferéncia de massa ter maior predominancia que o termo de
consumo do substrato pela enzima nos minutos iniciais. O modelo predisse bem a
transferéncia de massa do carbazol para a dgua, provavelmente porque o parametro ki,
ndo mostrou uma alta correlacdo com os demais. J4 o comportamento do carbazol na

fase aquosa na simulacdao foi bem delineado, mas demonstrou uma pequena falta de

100



ajuste inicialmente, que possivelmente serd corrigido com uma melhor estimagdo de

parametros.
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Figura 1V.36 : Resultados da simulagdo do modelo de degradacao do carbazol gerado, usando os
pardmetros estimados em Fortran™ 11. Os graficos de HOADA e 4cido antranilico apresentam os
resultados de concentragio versus tempo (mol-L™ versus minutos) da simulagio.

A Figura IV.35 ilustra o comportamento extremamente rapido da enzima de
dioxigenacdo de meta-clivagem para o teste de degradacdo do 2,3-dihidroxi bifenil,
composto andlogo ao 2’-amino bifenil-2,3-diol (Ap). Com esta simulacdo, verificou-se
porque este composto ndo foi detectado na analise cromatografica. Esta rapidez da
atividade enzimatica pode ser justificada pelo excesso da enzima de meta-clivagem no
meio frente a concentragdo do substrato A, (E>>A,). A simulacdo dos compostos
HOADA (H,) e acido antranilico (A,) estdo ilustrados na Figura IV.36. Com o resultado
obtido para 0o HOADA, pode-se dizer que a enzima de hidrélise referente a degradagao
deste composto, e expressa pela cepa GTIN11, ndo apresenta atividade tdo alta quanto a
dioxigenase de meta-clivagem, mas sim uma atividade préxima a da enzima de
dioxigenacdo angular usada na conversdo do carbazol em 2’-amino bifenil-2,3-diol.
Além deste, o resultado obtido para o acido antranilico proporcionou a visualizagao de
uma menor atividade da enzima de dioxigena¢do (AntABC) quando comparada com a
HOADA hidrolase devido ao suave decaimento da concentragao do A, no meio. Pode-
se observar também que o A, ndo atinge concentragdes altas na célula, sendo pouco

acumulado (os compostos que atingem concentragdes mais altas, ou sao degradados por
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enzimas com baixa atividade ou ndo s3o degradados pela célula, sendo somente

acumulados).
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Figura 1V.37: Resultados da simulagdo do modelo de degradagdo do carbazol gerado, usando os
pardmetros estimados em Fortran™ 11. Os graficos de catecol e 4cido cis,cis-mucénico apresentam os
resultados de concentragio versus tempo (mol-L™ versus minutos) da simulagio.

Na Figura IV.37 estdo demonstradas a simulagdo dos comportamentos de acimulo
do catecol (C;), com um suave decaimento da concentracao apds transcorridos 30-40
minutos de reacdo, e do acido cis,cis-muconico (M,). Isto significa que no teste de
degradagao do carbazol por células nao proliferantes (resting cells), a enzima atuante da
degradagdo do M, ndo possui atividade, s6 havendo acimulo deste composto no meio, e
que a dioxigenase de orto-clivagem, enzima que converte C; em M., possui baixa
atividade devido a suave queda da concentragdo do C; e crescimento do M,.. Este
comportamento do acido cis,cis-muconico e do catecol facilitaria a viabilizagdo deste
processo de degradacdo devido, respectivamente, as suas possiveis utilizagdes como
produto de quimica fina e intermedidrio na sintese de outros compostos com
importancia terapéutica (para investigacdo oncologica, como por exemplo, no combate a
células de glioblastomas) e agrondmica (para utilizagdo na preven¢do da infec¢do de
plantas e frutos por microrganismos), visto que estes compostos acumulam no meio

reacional durante o processo.

102



0,005 4

0,004 1

0,003 -

0,002 4

Figura IV.38: Resultados da simulagdo do modelo de degradagio do carbazol gerado, usando os
parametros estimados em Fortran® 11. O grafico de aménia/amonio apresenta os resultados de
concentragio versus tempo (mol-L" versus minutos) da simulagéo.

A Figura IV.38 ilustra a formagdo de amodnia/amdnio no meio teste com um
satisfatorio ajuste da curva simulada aos pontos experimentais devido a baixa correlagao
com a maioria dos pardmetros apresentada por K4 e Ky4. Porém, a falta de ajuste da
simulacdo apresentada por alguns resultados da secdo IV.3, ocasionando em altos erros
paramétricos (acima de 25%), mostrou-se como um ponto ruim neste experimento, vista
alta correlagao dos parametros e indicando a necessidade de estudos mais profundos

neste processo para a minimizag¢ao deste problema.

Os resultados expostos neste capitulo, de uma maneira geral, foram capazes de
esclarecer o funcionamento em meio bifasico do mecanismo exercido pela bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11 para a degrada¢ao do composto nitrogenado carbazol. Com
estes, pode-se verificar que esta bactéria ¢ capaz de expressar enzimas de dioxigenagao
angular, de dioxigenacdo de meta-clivagem e de hidrdlise, para a conversdo do carbazol
em acido antranilico, passando por 2’-amino bifenil-2,3-diol e 4cido 2-hidroxi-6-0x0-6-
(2’-amino fenil)hexa-2,4-diendico (LARENTIS, 2005), além das enzimas AntABC
(dioxigenagdo) e dioxigenase de orto-clivagem para a conversdo do acido antranilico
em acido cis,cis-mucdnico via catecol, liberando o nitrogénio heteroatdomico na forma
de amodnia/amonio. Estes resultados possibilitaram também verificar a alta
especificidade desta reacao enzimatica (ndo degradou o composto aromatico presente no
0leo), apresentando uma taxa de degradacdo do carbazol 4,87 vezes maior no meio

bifasico que no meio monofasico (somente fase aquosa), e gerar uma representacio
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matematica do processo. O modelo matematico gerado apresentou um comportamento
satisfatorio dos perfis de concentragdes dos compostos da rota de degradacao do
carbazol a acido cis,cis-muconico obtidos experimentalmente, somente apresentando
altas correlagdes entre a maioria dos parametros e indicando a necessidade do
aprofundamento deste estudo para minimizar este problema. Com tudo isto, é possivel
assumir que a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11 segue a mesma rota de degradacdo do
carbazol realizada pelas bactérias Pseudomonas sp. CA10 e stutzeri, e propor o esquema

ilustrado na Figura IV.39.
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Figura 1V.39: Esquema proposto para a rota de degradagdo do carbazol realizada pela bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11.
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V — CONCLUSOES E SUGESTOES

Com o intuito de elucidar o processo de biodesnitrogenacdo de petroleo e
derivados utilizando o carbazol como composto padrdo, este trabalho estudou o
mecanismo de assimilagdo do nitrogénio presente nesta molécula padrdo pelo
microrganismo Sphingomonas sp. GTIN11 em sistema bifasico a fim de entender o
funcionamento deste processo biotecnologico e utiliza-la como catalisador de

biorrefino.

Para isto, os resultados descritos no capitulo 1V indicaram que a cepa GTIN11
segue a mesma rota de degradacdo do carbazol sugerida para as bactérias Pseudomonas
sp. CA10 e Pseudomonas stutzeri (figura V.1) (OUCHIYAMA et al., 1993;
LARENTIS, 2005). As analises de cromatografia liquida de alto desempenho foram
primordiais para o entendimento do acesso e consumo do carbazol, além da formacéo e
consumo dos metabdlitos intermediérios desta rota de assimilagdo do nitrogénio pelas

células da bactéria Sphingomonas.

A metodologia de cromatografia liquida juntamente com a andlise colorimétrica
para a deteccdo de amonia/amoOnio e a espectroscopia de massas acoplada a
cromatografia gasosa proporcionaram a estruturacdo de uma rota de degradacdo do
carbazol para a bactéria Sphingomonas sp. GTIN11 (figura 1V.39) e modelagem
matematica deste processo. Com estes dados, foi possivel afirmar que esta cepa é capaz
de expressar as enzimas de dioxigenagdo angular (CarA ou carbazol 1,9a-dioxigenase),
de dioxigenacdo de meta-clivagem (CarB) e de hidrdlise (CarC ou HOADA hidrolase),
além das enzimas de dioxigenacdo do &cido antranilico (AntABC ou antranilato
dioxigenase) e de dioxigenagédo de orto-clivagem (catecol dioxigenase) (SATO et al.,
1997a; SATO et al., 1997b; NOJIRI et al., 2001a; NOJIRI et al., 2001b; NOJIRI et al.,
2002). Estas enzimas atuam, respectivamente, nos compostos carbazol, 2’-amino
bifenil-2,3-diol, acido 2-hidroxi-6-oxo-6-(2’-amino fenil)hexa-2,4-diendico (HOADA),
acido antranilico e catecol, gerados pela cepa utilizada neste trabalho. Além destes
compostos, foram formados e detectados também amodnia/aménio e &cido cis,cis-
muconico, mas estes ndo foram consumidos durante o teste de degradacdo do carbazol

empregando as células integras como catalisador (resting cells). O acumulo da
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amonia/aménio é facilmente explicado pelo ndo crescimento das células no decorrer do
teste de resting cells, mas acumulo do &cido cis,cis-mucénico no mesmo teste € um
ponto interessante de ser avaliado em futuros trabalhos, pois possivelmente as enzimas
atuantes nesta etapa da degradacdo necessitam de algum nutriente presente no meio de

crescimento para metabolizar esta molécula.
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Figura V.1: Esquema da rota de degradacdo do carbazol realizada pelas bactérias Pseudomonas sp. CA10 e
Pseudomonas stutzeri (modificado de OUCHIYAMA et al., 1993; NOJIRI et al., 2002; e LARENTIS, 2005).
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Outro dado possivel de ser observado na analise de cromatografia liquida foi que a
taxa de degradacdo do carbazol apresentada pela cepa GTIN11 foi 4,87 vezes maior no
meio bifésico (38,92 umoles-minuto™«grama™) que no meio monofasico (somente com
a fase aquosa) exposto por KILBANE Il et al. (2002) (secdo 11.2). Com tudo
apresentado até o0 momento, é possivel afirmar que o principal gargalo neste processo €
a transferéncia de massa do carbazol do 6leo para a agua, sugerindo assim maior
atencdo e um estudo aprofundado deste fen6meno para otimizar o processo de
biodesnitrogenagéo.

Uma vez obtidos conhecimentos suficientes sobre 0 mecanismo de degradacédo do
composto nitrogenado pelo microrganismo Sphingomonas sp. GTIN11, desenvolveu-se
um modelo matematico para descrever o processo de forma a permitir um melhor

entendimento do mesmo e gerar uma ferramenta confiavel para sua simulacéo.

A modelagem dindmica do processo de desnitrogenacdo descreveu
satisfatoriamente bem o transporte do 6leo para o interior da célula com o consumo do
carbazol, além da geragdo e consumo dos metabdlitos intermediérios desta rota no meio
bifasico especificado, repetindo os perfis de concentracdo apresentados pelos

experimentos.

Infelizmente o modelo mostrou pequenos problemas, através da simulacdo, na
estimacdo dos parametros devido a grande complexidade das EDO's geradas e de suas
interdependéncias. Os parametros estimados se mostraram altamente correlacionados
(tabela 1V.3), gerando falta de ajuste na simulacdo frente aos pontos experimentais e

altos valores de erros paramétricos.

Este problema na estimacdo de pardmetros pode ser sanado com a utilizacdo de
um planejamento experimental fatorial (por exemplo, a dois niveis) que se mostra como
uma valiosa ferramenta para a minimizacdo deste efeito de correlagdo entre os
parametros do modelo de degradacdo do carbazol utilizando a bactéria Sphingomonas

sp. GTIN11, obtendo um modelo final mais bem representativo do sistema bifésico.
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Outro ponto que poderd melhorar os estudos de desnitrogenacdo com a bactéria
Sphingomonas sp. GTIN11 é a verificagdo do efeito dos metabdlitos sobre as enzimas
da rota de degradacdo do carbazol, apontando possiveis pontos que atrapalhem o
sistema, determinando condi¢des Gtimas de operagdo e aperfeicoando a modelagem do

processo em meio bifasico.
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VIl — Anexos

ANEXO 1

CURVA DE CALIBRACAO DO PESO SECO EM FUNCAO DA
ABSORBANCIA PARA A CEPA Sphingomonas sp. GTIN11 UTILIZANDO
CARBAZOL COMO UNICA FONTE DE NITROGENIO.

Para a obtencdo desta curva, cultivou-se o microrganismo em meio mineral
minimo contendo somente carbazol como fonte de nitrogénio, na proporcdo descrita na
tabela 111.1 deste trabalho, utilizando carbazol como Unica fonte de nitrogénio em uma
concentracdo igual a 100 g«L™. A metodologia de crescimento bacteriano utilizada esta
descrita na secdo I11.1.2. Na etapa de lavagem do material celular centrifugado e

diluicdo para obtencéo das absorbancias a 600nm, utilizou-se agua Milli-Q.

Equation y=a+ by
04 4 Adj. R-Sguare . 0,89912
Walue  Standard Error
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Figura VI11.1: Curva de calibracdo de Peso Seco x Absorbancia para a cepa GTIN11 em meio mineral
minimo contendo somente carbazol como fonte de nitrogénio.
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ANEXO 2

CURVAS DE CALIBRACAO DOS PADROES DA ROTA DE DEGRADACAO
DO CARBAZOL UTILIZANDO A BACTERIA Sphingomonas sp. GTIN11.

Para a obtencdo destas curvas, prepararam-se seis solugdes com concentragfes
conhecidas de todos os padrdes e diferentes entre si, injetando-as em seguida no
equipamento de HPLC valendo do procedimento descrito na secdo I11.1.4. As
concentragbes variaram entre 10 e 400 mg-L™ e através das respectivas areas
determinadas para cada composto, plotaram-se os graficos apresentados a seguir (foram
calculados as equagdes da reta e os coeficientes de correlacdo para cada composto).

20000000
E ciation v=a+ btx
k A, R-Souare 009856
Walue Stancland Error
17500000 Area Intercept ] -
1 |Area Slope 49986,01592 77572004
15000000 -
12500000 4
ﬁ 10000000 4
.q: E
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5000000 -
2500000 4
U L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I
100 150 200 250 300 350 400
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Figura VI1.2: Curva de calibracdo do carbazol para a analise de cromatografia liquida.
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Figura VI1.3: Curva de calibracdo do 2-amino bifenil para a anlise de cromatografia liquida.
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Figura VI11.4: Curva de calibracdo do 2,3-dihidroxi bifenil para a analise de cromatografia liquida.
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Figura VI1.5: Curva de calibracdo do acido antranilico para a analise de cromatografia liquida.
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Figura VI11.6: Curva de calibragdo do catecol para a analise de cromatografia liquida.
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Figura VI1.7: Curva de calibragéo do &cido cis,cis-muconico para a anlise de cromatografia liquida.
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CURVA DE CALIBRACAO DO NITROGENIO LIBERADO PELA ROTA DE
DEGRADACAO DO CARBAZOL UTILIZANDO A BACTERIA Sphingomonas

sp. GTIN1L.

O procedimento de analise para a quantificacdo do nitrogénio removido da
molécula de carbazol foi realizado através de testes colorimeétricos denominados de
reacdo de fenol-hipoclorito (FAWCET e SCOTT, 1960; WEATHERBURN, 1967). O

ANEXO 3

procedimento analitico esta descrito na segéo 111.2.3.

500 S
r Bquation
550 . Adj. R-Square
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Figura VI11.8: Curva de calibracdo para quantificacdo do nitrogénio removido.

A curva de calibracdo apresentada na figura VI1.8 foi montada a partir de reacdes
entre sulfato de aménio (substancia usada como padrdo para a quantificacdo do

nitrogénio removido no experimento de degradagdo do carbazol utilizando a bactéria
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Sphingomonas sp. GTIN11) e os reagentes descritos procedimento da secdo 111.2.3.
Conforme mostrado na tabela VII.2, variou-se a concentracdo do sulfato de amonio
entre 10 e 600 mg-L™ (a linha de tendéncia passa pela origem do grafico), obtendo os

respectivos valores de absorvancia a seguir.

Tabela VI1.1: Valores de absorvancia a 625 nm

Concentracéo Absorvancia
(mg/L) (Abs)
10 0,009
25 0,012
50 0,021
75 0,025
100 0,028
200 0,071
300 0,102
600 0,204
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ANEXO 4

LISTAGEM DO PROGRAMA EMPREGADO NA MODELAGEM DO
PROCESSO DE DESNITROGENACAO DO CARBAZOL EM SISTEMA
BIFASICO, UTILIZANDO-O COMO UNICA FONTE DE CARBONO E
NITROGENIO.

> restart;

Programa de Engenharia Quimica - COPPE/UFRJ

Processo de Biodesnitrogenacdo - Cultivo de Sphingomonas sp. GTIN1lem meio
contendo carbazol (C) como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Considera-se que 0
carbazol é transportado termodindmicamente do Oleo para a agua e, intracelularmente,
ele é transformado enzimaticamente em outros compostos metabolicos até a remogéo do
nitrogénio da molécula.

Laboratorio de Bioprocessos - Modelagem de Bioprocessos

with(plots):

> Pardmetros inicialmente estimados para o teste de degradacdo do carbazol (resting
cells).

>
k1:=1.06264:kml:=.315243:k2:=.502996:km2:=.313198:k3:=.0034
4849:km3:=.102855:k4:=.171605:km4:=.995191:k5:=.000132171:k
m5:=.0138187:x:=3:kla:=9.8673:keq:=240.7:

>

mul:=kl*x*Ca(t)/(kml1+Ca(t)) ;mu2:=k2*x*Am(t)/(km2+Am(t)) ;mu3
:=k3*x*Ho(t)/ (km3+Ho(t)) ;mu4:=k4*x*An(t)/ (km4+An(t)) ;mu5:=k
5*x*Ct(t)/ (km5+Ct(t));

kI x Ca(t)
ML= o + Calr)
H3 = kr]js X+H:1£t()z)

> Equacdes de balanco de massa
> Equacéo de equilibrio
> Coeq := keqg-Ca(t);
Coeq :=keq Ca(t)
> Carbazol no 6leo - Co(t)
> Fl:=diff(Co(t),t)=-kla*(Co(t)-Coeq);
d

~ Col1) = ~9.8673 Co(1) + 2375.05911Ca(1)
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> Carbazol na agua — Ca(t)
> F2:=diff(Ca(t),t)=kla*(Co(t)-Coeq)-mul;
% Cal(t) =9.8673 Co(t) — 2375.05911Ca(r) — 02'115827493?@;)“)
> Reacdes realizadas na agua
> 2°-Amino bifenil-2,3-diol — Am(t)
> F3:=diff(Am(t),t)=mul-mu2;
3.18792Ca(t) 1.5089884m(¢)

d
_A = —
o M = 0315243+ Ca() 0313198+ Aml(0)

> HOADA — Ho(t)
> F4:=diff(Ho(t),t)=mu2-mu3;
d . (1) = 1.5089884m(¢)  0.01034547Ho (t)
dr 0.313198+ Am(¢)  0.102855+ Ho(1)
> Acido antranilico — An(t)
> F5:=diff(An(t),t)=mu3-mu4;
JL‘4n(ﬂ:: 0.01034547Ho(t)  _0.5148154n(t)
d 0.102855+ Ho(t)  0.995191+ An(t)
> Amonia/Amonio — Ao(t)
> F6:=diff(Ao(t),t)=mu4;
d _0.5148154n(1)

o A = 5995191 + An(r)

> Catecol — Ct(t)
>F7:=diff(Ct(t),t)=mud-mu5;
A gy = 05148154n(1)  0.000396513Cr(1)
dt 0.995191+ An(z)  0.0138187+ Ci(1)
> Acido cis,cis-muconico — Mc(t)
> F8:=diff(Mc(t),t)=mu5;
d ~0.000396513Ct(1)

o MW = 50138187+ Cr(1)

>F:=dsolve({F1=0,F2=0,F3=0,F4=0,F5=0,F6=0,F7=0,F8=0,Co(0)=.
001833,Ca(0)=.000007637 ,Am(0)=.001517 ,Ho(0)=0,An(0)=0,A0(0)
=.001836,Ct(0)=0,Mc(0)=0},{Co(t),Ca(t) ,Am(t) ,Ho(t) ,An(t),Ao
(v),Ct() ,Mc(t)}, type=numeric,method=dverk78,output=procedu
relist);

proc(x_dverk78 ) ... end proc

> Pl:=plots[odeplot](F,[t, Co(t)],0 .. 60,color = red):

> P2:=plots]odeplot](F,[t, Ca(t)],0 .. 60,color = green):

> P3:=plots[odeplot](F,[t, Am(t)],0 .. 60,color = black):

> P9:=plots[odeplot](F,[t, Am(t)],0 .. 5,color = violet):

> P4:=plots[odeplot](F,[t, Ho(t)],0 .. 60,color = magenta):
> P5:=plots[odeplot](F,[t, An(t)],0 .. 60,color = blue):

> P6:=plots[odeplot](F,[t, Ao(t)],0 .. 60,color = brown):

> P7:=plots[odeplot](F,[t, Ct(t)],0 .. 60,color = orange):
> P8:=plots[odeplot](F,[t, Mc(t)],0 .. 60,color = yellow):

> Dados experimentais obtidos
>Cl:=pointplot({[0, -001833],[5, -001290],[10,-001102],[15,.0
007497],[20, .0008683], [30, -0005274], [40, .0003246], [60, -0003
979]}.,axes = boxed):
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>C2:=pointplot({[0, .000007637],[5, -000008854],[10, .00000768
3].,[15, .000005615],[20, .000004311],[30, .000002985], [40, .000
001633],[60,0]},axes = boxed):
>C3:=pointplot({[0, .001517],[5, -00004667],[15, -00004693],[2
0, .00004728],[25, -000004232],[40,0],[60,0]},axes = boxed):
>C4:=pointplot({[0,0],[5,-0001679],[10, .0002324],[15, -00035
63],[20, .0003857],[30, .00006997],[40, .00005852], [60, -000055
81]},axes = boxed):
>C5:=pointplot({[0, .001836],[5, -001530],[10, .002448],[15, .0
03978],[20, .003519],[30, .003906],[40, .004131],[60, -005508] }
,axes = boxed):
>C6:=pointplot({[0,0],[5, -0003607],[10, .0008279],[15, -00142
0],[20,.001925],[30, .002410],[40, .002450],[60, .001807]}.,axe
s = boxed):
>C7:=pointplot({[0,0],[5,-0001752],[10, .0003324],[15, -00057
47]1,[20, .0007519],[30, .0007538], [40, .0008680], [60, .0008638]
},axes = boxed):

>display({P1,C1});display({P2,C2});display({P3,C3});:display
({P9}) ;;display(P4);display({P5,C4}) ;display({P6,C5});displa
y({P7,C6});display({P8,C7});
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ANEXO 5

ESPECTROS DOS COMPOSTOS PADRAO OBTIDOS POR
ESPECTROMETRO DE MASSAS ACOPLADO A CROMATOGRAFO
GASOSO

Espectros de massas dos compostos da rota de degradacdo do carbazol realizada
pela bactéria Sphingomonas sp. GTIN11 possiveis de serem detectados em GC/MS e
obtidos através de injecdes no equipamento seguindo a programacdo descrita na secao
I11.2.2. A figura a) representa o espectro do padrdo carbazol; b) do padrdo &cido

antranilico; ¢) do padrao catecol; e d) do padrao interno 1,7-dihidroxi naftaleno.
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Figura VI1.9: Espectros de massa do padréo interno e dos padr@es da rota de degradacdo do carbazol.
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