
 58

Estudo da atividade catalítica de enzimas de Pseudomonas 
aeruginosa pertencentes à via de degradação do benzeno 
 
 
 

Raphael Dupin Vieira Fonseca 
Graduando do 4.° período do Curso de Medicina do Centro Universitário de Patos de Minas – 

UNIPAM e Bolsista do programa PIBIC. 
 

Kádima Nayara Teixeira 
Professora doutora do Centro Universitário de Patos de Minas. 

 
 
  

Resumo: Pseudomonas aeruginosa cultivada na presença de benzeno mostrou ser capaz de utili‐
zar este composto como fonte de carbono. Logo, esta bactéria expressa as enzimas necessárias 
para a sua metabolização. Essas enzimas foram fracionadas e serão analisadas quanto à capaci‐
dade de degradação de benzeno in vitro. 
Palavras‐chave: Pseudomonas aeruginosa, benzeno, degradação. 
 
Abstract: Pseudomonas aeruginosa, cultivated in the presence of benzene, showed to be able to 
use this composite as a source of carbone. This way, this bacteria expresses the enzymes neces‐
sary  for  its metabolism. These  enzymes were  fractionized and will  analyzed  according  to  its 
capacity of benzene degradation in vitro.  
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, benzene, degradation. 
 
 
 
Introdução 
 

A  toxicidade do benzeno, um conhecido carcinógeno,  independe da via de  in‐
trodução, sendo que a principal via de intoxicação ocorre pela inalação dos seus vapo‐
res. A absorção via contato dérmico do benzeno na forma gasosa contribui muito pou‐
co para o total da exposição; no entanto, a absorção do benzeno na forma líquida é con‐
siderada uma importante rota de exposição (WHO, 1996). Acredita‐se que esta alta toxi‐
cidade do benzeno está associada à sua ação direta sobre o organismo, bem como a de 
seus produtos derivados da biotransformação, como, por exemplo, o benzeno epóxido, 
uma substância altamente reativa e  instável, e a 1,4–benzoquinona, prováveis respon‐
sáveis pela mielotoxicidade do benzeno (SALGADO e PEZZAGNO, 1991).  

A contaminação do solo, ar e recursos hídricos por compostos tóxicos, como o 
benzeno,  constitui um  severo  impacto  no meio  ambiente  e  representa  risco  à  saúde 
humana e de vários animais. Uma das técnicas mais recomendadas e adequadas para a 
descontaminação desses ambientes é a biorremediação.  
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A biorremediação é o processo de tratamento que utiliza a ocorrência natural de 
microrganismos  para  degradar  substâncias  toxicamente  perigosas,  transformando‐as 
em  substâncias menos ou não‐tóxicas. É um mecanismo de estimulação de  situações 
naturais de biodegradação para a limpeza de derramamentos de óleos e tratamento de 
ambientes  terrestres  e  aquáticos  contaminados  com  compostos  xenobióticos 
(BERGMANN et al., 1989). 

Existem vários relatos e publicações a respeito da acumulação de hidrocarbone‐
tos alifáticos e aromáticos por bactérias, embora a maioria dos estudos esteja limitada a 
um único substrato e a poucas espécies de bactérias do gênero Pseudomonas. Desta for‐
ma há uma falta de conhecimento na diversidade das espécies de Pseudomonas que têm 
habilidade de acumular e degradar tais compostos. 

Baseando‐se nos dados da literatura e na necessidade de estudos para o desen‐
volvimento de estratégias visando à diminuição ou mesmo prevenção da contaminação 
do meio ambiente, e consequentemente de seres humanos, por compostos hidrocarbo‐
nados, este trabalho se propôs a analisar frações enzimáticas de Pseudomonas aeruginosa, 
pertencentes à via de degradação de benzeno, um hidrocarboneto monoaromático de 
alta toxicidade. 
 
 

Revisão teórica 
 

Hidrocarbonetos aromáticos e o benzeno 
 
  Hidrocarbonetos  são  compostos  orgânicos  que  contém  apenas  os  elementos 
carbono e hidrogênio, podendo ser classificados em alifáticos e aromáticos. Compostos 
aromáticos são o benzeno e os compostos que se assemelham ao benzeno em compor‐
tamento químico. Os hidrocarbonetos aromáticos  se  caracterizam por uma  tendência 
para  sofrer  substituição  heterolítica.  Estas  reações  de  substituição  são  características 
dos anéis 14 aromáticos, independentemente de outros grupos funcionais que a molé‐
cula possa conter (MORRISON e BOYD, 1993).  

Os  hidrocarbonetos  aromáticos  têm  sido  extensivamente  estudados,  também, 
devido à sua presença ubíqua no ambiente marinho e sua toxicidade para os organis‐
mos deste ambiente e também para a saúde humana (LATIMER e ZHENG, 2003). Na at‐
mosfera esses compostos são emitidos por várias  fontes  (FERNANDES e BROOKS, 2003) 
ou  liberados por meio de descargas de atividades humanas, como o esgoto  industrial 
ou doméstico (BURGESS et al., 2003). 

Existem mais de 100 compostos desse tipo, e a maioria persiste no ecossistema 
por vários anos devido à sua baixa solubilidade em água e adsorção em partículas só‐
lidas  (BOSMA et al., 1997). Os hidrocarbonetos aromáticos são  lipossolúveis; portanto, 
podem atravessar a membrana e serem prontamente absorvidos no organismo humano 
via inalação, exposição oral e dermal, com posterior acúmulo no tecido adiposo (NETTO 
et al., 2000).  

Esses compostos são conhecidos por seus efeitos carcinogênicos, enquanto seus 
efeitos  ecotoxicológicos  são menos  enfatizados. O metabolismo  dos  hidrocarbonetos 
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aromáticos gera compostos epóxidos com propriedades carcinogênicas e mutagênicas, 
tendo sido relatados inúmeros casos de câncer no pulmão, intestino, fígado, pâncreas e 
na pele, devido à presença desses compostos (CHAKRADEO  et al., 1993). 

O benzeno, o hidrocarboneto aromático mais simples, mostra os aspectos estru‐
turais  característicos dos  compostos aromáticos. A  fórmula do benzeno, C6H6,  indica 
que o composto é muito insaturado (RICHARDS et al., 1971).  

À temperatura ambiente, o benzeno é um líquido volátil, estável e incolor. Tem 
um cheiro característico e um ponto de ebulição relativamente baixo  (80,1°C), evapo‐
rando‐se  rapidamente. É altamente  inflamável, pouco solúvel em água, mas miscível 
com a maior parte dos solventes orgânicos (ASTM, 1996). 

A elevada taxa de mortalidade (cerca de 6,5 milhões de pessoas morrem de cân‐
cer anualmente) e o  fato de que os  tratamentos para essas doenças são dispendiosos, 
demorados e normalmente  trazem muito sofrimento aos doentes, expõem claramente 
os benefícios potenciais que o entendimento, a avaliação e o controle da exposição hu‐
mana  a  substâncias que possuam  atividade  carcinogênica/mutagênica podem  trazer; 
particularmente quando sabe‐se que a grande maioria dos cânceres resulta de  intera‐
ções genéticas e ambientais, sendo as causas externas (ambientais), em conjunção com 
fatores de suscetibilidade adquirida, as mais importantes  (PERERA, 1997). 

A exposição humana aos hidrocarbonetos aromáticos se dá principalmente por 
meio da contaminação ambiental. Estudos realizados na Inglaterra estimam que cerca 
de 54.000 toneladas destas substâncias contaminam atualmente o ambiente no territó‐
rio do Reino Unido. Processos de combustão de matéria orgânica seriam responsáveis 
pela introdução de cerca de 1000 toneladas/ano, das quais os veículos motorizados res‐
ponderiam por cerca de 80 toneladas/ano. Esta contribuição é mais significativa (> 35%) 
nas grandes cidades (HARVEY, 1985). 

Dentre suas inúmeras fontes, podem ser também citados os processos de com‐
bustão de material orgânico (particularmente a exaustão de motores a diesel ou a gaso‐
lina), a queima de carvão, as  fotocopiadoras, a exaustão de plantas de  incineração de 
rejeitos, a fumaça de cigarro, além de vários processos industriais como, por exemplo, a 
produção de alumínio e a gaseificação do coque (FIEDLER, 1991). 

Porém, deveria ser notado que eles são achados em todos os lugares no ambien‐
te, e não só em locais contaminados por causa de combustão incompleta de combustí‐
veis  fósseis, embora normalmente em muito baixas  concentrações. Para  isto  foi mos‐
trado que o nível de fundo em terra agrícola normal aumentou por muitos anos (JONES 
et al. 1989), e é esperado que seu aumento avance no  futuro.  Isto porque muitas das 
combinações de PHA são mesmo bastante persistentes no ambiente, sob condições ae‐
róbias. 
 
Biorremediação 
 

A biorremediação pode ser considerada como uma nova tecnologia para tratar 
locais  contaminados mediante  o  uso de  agentes  biológicos  capazes de modificar  ou 
decompor poluentes alvos. Estratégias de biorremediação  incluem a utilização de mi‐
crorganismos autóctones, ou seja, do próprio  local, sem qualquer  interferência de tec‐
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nologias ativas de  remediação  (biorremediação  intrínseca ou natural), a adição de a‐
gentes estimulantes, como nutrientes, oxigênio e biossurfactantes (bioestimulação), e a 
inoculação de consórcios microbianos enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al., 2003).  

O benefício desses processos é a mineralização do poluente,  isto é, a  transfor‐
mação em gás carbônico, água e biomassa. De acordo com Kataoka (2001), Mulligan et 
al.  (2001) e Rahman et al.  (2003), a  inoculação de bactérias com habilidade em biode‐
gradar hidrocarbonetos pode reduzir o tempo de tratamento. 

Esta biotecnologia vem sendo utilizada há vários anos em outros países e, em 
certos casos, apresenta menor custo e maior eficiência na remoção dos contaminantes 
do que as técnicas físicas e químicas (como incineração e lavagem do solo), sendo atu‐
almente utilizada em escala comercial no tratamento de diversos resíduos e na remedi‐
ação de áreas contaminadas (BAMFORTH & SINGLETON, 2005). 

 
Microrganismos biorremediadores 
 

A tecnologia de biorremediação tornou‐se um  importante método de restaura‐
ção de ambientes contaminados por resíduos de petróleo, pois utilizam a capacidade 
dos microrganismos em biodegradar ou biotransformar as mais diversas substâncias. 
A biodegradação ou biotransformação de compostos orgânicos contaminantes é uma 
das principais medidas de recuperação de ecossistemas contaminados, e requer a inte‐
ração de muitos grupos de organismos vivos diferentes que  trabalhem  juntos ou  se‐
quencialmente na degradação dos compostos (KATAOKA, 2001). Os mais eficientes bio‐
degradadores  são  os microrganismos,  devido  à  abundância,  grande  diversidade  de 
espécies, versatilidade catabólica e anabólica, bem como a capacidade de adaptação às 
condições adversas do meio (TEIXEIRA & LIMA, 1991 apud KATAOKA, 2001).  

Microrganismos que degradam hidrocarbonetos estão amplamente distribuídos 
no  solo  e  em  ambientes  aquáticos.  Populações  desses microrganismos  normalmente 
constituem menos que 1% da comunidade microbiana total, mas quando hidrocarbone‐
tos estão presentes, essas populações aumentam em 10% da comunidade (ATLAS, 1991). 
A biorremediação teve um papel muito importante na limpeza do derramamento de 41 
milhões de litros de petróleo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em 
1989, dando início ao desenvolvimento dessa técnica; e há boas razões para se acreditar 
que este método  terá um papel  importante no  tratamento de  futuros derramamentos 
de óleo em circunstâncias apropriadas (PRINCE, 1993). 

Devido ao grande número de enzimas envolvidas na degradação destes com‐
postos, a maioria dos microrganismos do  solo não  tem a  capacidade de degradar os 
hidrocarbonetos  aromáticos,  justificando  a  necessidade  de  se  isolar  e  selecionar mi‐
crorganismos degradadores, visando a sua utilização na biorremediação de solos con‐
taminados (ALEXANDER, 1999).  

Desde  a  década  de  1950,  vêm  sendo  isoladas  bactérias  degradadoras  destes 
compostos, pertencentes principalmente aos gêneros Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinc‐
kia,  Flavobacterium,  Nocardia,  Corynebacterium,  Sphingomonas, Mycobacterium,  Stenotro‐
phomonas, Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, entre outros  (MUTNURI et 
al., 2005; JACQUES et al., 2005a; JACQUES et al., 2005b; JACQUES et al., 2007), e vários 
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fungos dos gêneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleoro‐
tus, Trametes, Aspergillus, Bjerkandera, Chrysosporium  (CERNIGLIA,  1997;  JACQUES  et  al., 
2005a). 

 
 

Metodologia  
 

Preparo do pré‐inóculo, inóculo bacteriano e estoques de reserva 
 

Os pré‐inóculo e  inóculo de uma cepa de Pseudomonas aeruginosa de referência 
da ATCC  (American  type culture collection)  foram  feitos em meio  líquido  (caldo) YEPG 
(Extrato de  levedura 0,2%, Peptona de caseína 0,2%, Glicose 0,1%, Nitrato de amônio 
0,02%),  contendo  ou  não  benzeno  0,02%. O  crescimento das  culturas  bacterianas  foi 
realizado durante 48 h a 25 ºC, sob agitação constante de 150 rpm. 

A partir da cultura bacteriana crescida foram realizados os experimentos poste‐
riores, e também foram feitos estoques de reserva com glicerol 15%. Alíquotas de esto‐
que foram congeladas a ‐20 ºC. 

 
Crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa na presença e ausência de benzeno 
 

O  inóculo  bacteriano  deste  trabalho  foi  crescido  em meio  de  cultura  líquido 
YEPG a partir dos pré‐inóculo anterior. Foram preparados duas  culturas de 100 mL 
cada uma na proporção de 1:100 de volume (cultura bacteriana: meio de cultura). Toda 
a manipulação foi realizada na presença de chama (bico de Bunsen) para evitar conta‐
minações,  sendo  todos os materiais de manuseio previamente esterilizados em auto‐
clave (calor úmido).  

Em uma das culturas foi acrescentado benzeno 0,02% (PHA) como fonte de car‐
bono; na outra, nenhum PHA foi acrescentado. As culturas bacterianas foram incuba‐
das durante 48h a 25º C, sob agitação de 150 rpm.   Durante o  tempo de  incubação o 
crescimento bacteriano foi monitorado para observar a eficiência da utilização do ben‐
zeno como fonte de carbono pelas bactérias. 

Após o crescimento, as culturas  foram centrifugadas por 10 min a 10000  rpm 
para decantar as células bacterianas. O sobrenadante foi descartado, e as células bacte‐
rianas (pellet) foram congeladas a ‐20ºC até o próximo passo experimental. 

 
Lise bacteriana 
 

Os pellets de bactérias crescidas na presença de benzeno anteriormente congela‐
dos foram solubilizados em PBS (Phosphate buffered saline) contendo inibidores de pro‐
tease (EDTA 5 mM e Iodoacetamida 200 µM).  

A lise foi realizada por choque térmico, e o material solubilizado foi congelado 
e descongelado  em  água  fervente. Esse  ciclo de  congelamento/ descongelamento  foi 
realizado 6 vezes. Em seguida ao ciclo de choques térmicos o material foi passado por 
diversas vezes em uma  seringa com uma agulha extremamente  fina para diminuir a 
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viscosidade (para quebrar o DNA, que causa a viscosidade). Após, o material lisado foi 
centrifugado por 20 min a 10.000 rpm para coleta do sobrenadante, onde se encontra‐
vam as proteínas de interesse. Passamos a chamar esse material de extrato bacteriano. 
 
Fracionamento do extrato bacteriano por cromatografia de filtração molecular 
 

O método cromatográfico utilizado  foi o de  filtração molecular clássica ou de 
bancada. A resina Sephadex G100 (Pharmacia/ Amersham) foi reconstituída no interior 
de uma coluna de vidro de 2 cm de diâmetro e 30 cm de altura. A solução tampão utili‐
zada foi Tris‐HCl 0,1M/ NaCl 0,2M em pH 7,5 à temperatura de 25° C.  

A coluna cromatográfica  foi equilibrada utilizando 2 volumes do  tampão cita‐
do, e foi aplicado um volume de extrato que não ultrapassou 5% do volume da coluna. 
O fluxo cromatográfico foi de 0,1 mL/min, e as frações coletadas foram de 1,5 mL.  
 
Perfil cromatográfico 
 

As frações coletadas foram analisadas por espectrofotometria em comprimento 
de onda de 280 nm para detectar a presença de proteínas. Esses dados foram utilizados 
para construir o perfil cromatográfico do experimento (cromatograma). 
 
Análise da atividade catalítica das frações cromatográficas por espectrofotometria 
 

As frações coletadas foram utilizadas para montar reações com volume final de 
1,0 mL nas quais benzeno 0,01% foi utilizado como substrato. A cinética de reação foi 
monitorada a 255 nm (comprimento de onda absorvido pelo benzeno) durante 30 mi‐
nutos. O decaimento dos valores de absorção em 255 nm indica a degradação do ben‐
zeno, e consequentemente a presença de atividade catalítica  in vitro. Uma reação con‐
trole (sem fração cromatográfica) foi feita para observar se haveria degradação (oxida‐
ção) do benzeno por outros compostos ou elementos, que não fossem as enzimas. To‐
das as reações foram realizadas à temperatura ambiente. 
 
 
Resultados e discussão 
 
Crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa na presença de benzeno  
como fonte de carbono e sem o benzeno  
 

Durante o monitoramento das culturas observou‐se crescimento em ambas. A 
cultura  incubada  com  benzeno  inicialmente  apresentou  um  crescimento  um  pouco 
mais lento em relação à cultura sem o benzeno. O crescimento mais lento na presença 
pode  ser  explicado por uma  lenta  expressão protéica das  enzimas  responsáveis pela 
oxidação do benzeno. O crescimento adequado de Pseudomonas aeruginosa na presença 
de benzeno indica que a mesma utiliza esse composto químico como fonte de carbono, 

RAPHAEL DUPIN VIEIRA FONSECA & KÁDIMA NAYARA TEIXEIRA 



 64

logo esse composto foi metabolizado pelas bactérias, as quais para tanto produziram as 
enzimas necessárias para esse fim. 

Nos experimentos descritos a seguir apenas as bactérias inoculadas na presença 
de benzeno foram utilizadas. 
 
Cromatografia de filtração 
 

Foram coletadas 21  frações cromatográficas de 1,5 mL;  todas  foram monitora‐
das por espectrofotometria em comprimento de onda de 280 nm e os valores de densi‐
dade óptica foram utilizados na construção do cromatograma que além do perfil pro‐
téico, infere a quantidade de proteínas por fração coletada.  

A análise do cromatograma  (Figura 1) mostra que a resina utilizada  foi capaz 
de separar as proteínas, por massa (tamanho), em 3 picos: pico 1 (tubos 3 e 4), pico 2 
(tubos 6 e 7) e pico 3 (tubos 10 e 11), sendo que os dois primeiros picos (ordem de acor‐
do  com o  tempo de  coleta)  concentram a maioria das proteínas da bactéria. Os dois 
picos saíram  logo no  início do processo cromatográfico;  isso  indica que a maioria das 
proteínas possui massa molecular alta. No primeiro pico, como a absorção em 280 nm 
foi maior que no segundo, é possível inferir que este pico concentra a maior parte das 
proteínas da bactéria. 
 
 

 
 
Figura 1. Perfil cromatográfico do extrato bacteriano após fracionamento por cromatografia de 

filtração molecular. 
 
 
Análise da atividade catalítica 
 

Antes de serem iniciados os testes de catálise (cinética de reações), foi reali‐
zado um teste controle para garantir que o benzeno não se oxidaria durante o período 
do teste (30 min) por fatores não‐enzimáticos, como temperatura, pH, presença de sais 
do tampão etc. O benzeno incubado em tampão Tris‐HCl 0,1M/ NaCl 0,2M em pH 7,5 
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(mesmo  tampão  usado  na  cromatografia)  não  apresentou degradação,  uma  vez  que 
não foi observado decaimento significativo no valor inicial de sua absorção a 255 nm – 
Figura 2). 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 2. Reação controle da cinética de degradação do benzeno. 
 
 
Em seguida, as 21  frações cromatográficas obtidas por  filtração molecular  foram sub‐
metidas ao teste de degradação de benzeno. Das frações testadas apenas as frações 6 e 7 
apresentaram decaimento nos valores de absorção do benzeno a 255 nm (Figuras 3 e 4).  

As frações 6 e 7 formam o pico 2 do perfil cromatográfico; esse pico concen‐
tra proteínas de tamanho (massa molecular) intermediário em relação aos demais picos 
do cromatograma.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 3. Cinética de reação da degradação do benzeno pela fração cromatográfica 6. 
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Figura 4. Cinética de reação da degradação do benzeno pela fração cromatográfica 7. 

 
 

O decaimento da absorção da fração cromatográfica 6 foi de 0,190, enquanto a 
da fração cromatográfica 7 foi ligeiramente menor, 0,160. Isso indica que nas frações 6 e 
7 se concentram as enzimas que constituem a via metabólica de degradação desse hi‐
drocarboneto, sendo que a atividade catalítica foi conservada e se mostrou satisfatória 
nos parâmetros de temperatura e pH utilizados. 
 
 
Conclusão 
 

A bactéria Pseudomonas  aeruginosa  cultivada na presença de benzeno mostrou 
ser capaz de utilizar este composto como fonte de carbono. Logo, ela expressa as enzi‐
mas necessárias para a sua metabolização. Tais enzimas têm massa molecular de valor 
intermediário em  relação às demais proteínas bacterianas analisadas, e se mostraram 
capazes de degradar moléculas de benzeno  in vitro. Deste modo, essas enzimas apre‐
sentam um potencial que pode ser explorado para o possível desenvolvimento de bior‐
remediadores. 
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