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RESUMO

Os efluentes industriais téxteis sdo considerados fontes poluidoras, podendo
causar um desequilibrio ecolégico nos mais variados ambientes. Diversos compostos
considerados téxicos podem estar presentes nestes efluentes, incluindo corantes
sintéticos, metais pesados e uma grande variedade de hidrocarbonetos (HPAS). A
exploracdo da maquinaria genética microbiana vem facilitando a descoberta de
enzimas e/ou metabdlitos potencialmente utilizados em processos de degradacéo de
poluentes ambientais, podendo ser empregada em estudos de biorremediacao.
Microrganismos adaptados a ambientes poluidos podem ser mais eficientes na
degradacdo dos mesmos poluentes aos quais essas células podem ser encontradas.
Neste sentido, o presente projeto objetivou a avaliagdo do potencial biotecnoldgico de
26 fungos filamentosos isolados de um efluente industrial téxtil quanto a descoloracao,
tolerancia, transformacdo e degradacdo de compostos incluindo corante, metais
pesados e hidrocarbonetos como o HPA pireno para fins de utilizagdo em estudos de
biorremediacdo. Resultados dos testes de descoloracdo do corante Remazol Brilliant
Blue R (RBBR), demonstraram que os fungos Sarocladium sp. (ITF 33), Aspergillus
sydowii (ITF 30) e A. Amoenus (ITF 47), apresentaram os melhores resultados de
descoloracdo do corante, atingindo 60%, 60% e 80% de descoloracdo
respectivamente. Ensaios de atividade da enzima lacase revelaram atividade
enzimética de 0,0064 UL pelo isolado A. sydowii (ITF 10). Analises de tolerancia a
metais pesados e tolerancia e degradacdo de hidrocarbonetos, apontaram que o
isolado Penicillium sp. (ITF 12), foi o melhor fungo tolerante aos metais pesados cobre
(500 mg L™, chumbo (300 mg L™), aluminio (350 mg L™) e cromo (500 mg L ™), bem
como aos hidrocarbonetos hexano (25%), tolueno (25%) e benzeno (25%), além da
capacidade de degradar 24,9% do composto pireno (2 mg L) em 5 dias de
crescimento. Os resultados do presente trabalho contribuirdo com novos estudos de
otimizacdo da capacidade de tolerancia aos compostos toxicos utilizados bem como a
verificacdo da producdo de metabdlitos mais toxicos, a partir da degradacdo do
composto pireno. Fungos filamentosos isolados de efluentes industriais téxteis
apresentam a capacidade de tolerar e degradar compostos poluentes ambientais
incluindo metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (pireno), podendo
ser utilizados em processos de biorremediagéo de efluentes industriais.

Palavras-chave: Bioprospeccdo, descoloracdo de corantes, RBBR, metais pesados,
hidrocarbonetos, pireno.
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ABSTRACT

Industrial textile effluents are considered polluting sources and can cause an
ecological imbalance in the most varied environments. Several compounds considered
toxic can be present in these effluents, including synthetic dyes, heavy metals and a
wide variety of hydrocarbons (PAHSs). The exploitation of microbial genetic machinery
has been facilitating the discovery of enzymes and/or metabolites potentially used in
processes of degradation of environmental pollutants and can be used in
bioremediation studies. Microorganisms adapted to polluted environments may be more
efficient in degrading the same pollutants that these cells are found. In this sense, the
present project aimed to evaluate the biotechnological potential of 26 filamentous fungi
isolated from an industrial textile effluent for discoloration, tolerance and degradation of
compounds including dye, heavy metals and hydrocarbons such as HPA pyrene for use
in bioremediation studies. Results from discoloration assay of the Remazol Brilliant Blue
R (RBBR) dye, showed that the fungi Sarocladium sp. (ITF 33), Aspergillus sydowii (ITF
30) and A. amoenus (ITF 47), showed the best results of dye discoloration, reaching
60%, 60% and 80% discoloration, respectively. Laccase enzyme activity assays
revealed enzymatic activity of 0,0064 UL™ by isolate A. sydowii (ITF 10). Analysis of
tolerance to heavy metals and tolerance and degradation of hydrocarbons showed that
the isolated Penicillium sp. (ITF 12), was the best tolerant fungus for heavy metals
copper (500 mg L-1), lead (300 mg L™), aluminum (350 mg L™) and chromium (500 mg
LY, as well as hydrocarbons hexane (25%), toluene (25%) and benzene (25%), in
addition to the ability to degrade 24.9% of the pyrene compound (2 mg L™?) in 5 days of
growth. The results of the present work emphasize the need for further studies to
optimize the capacity of tolerance to toxic compounds used as well as the verification of
the production of more toxic metabolites from the degradation of the pyrene.
Filamentous fungi isolated from industrial textile effluents has the ability to tolerate and
degrade environmental pollutant compounds including heavy metals and polycyclic
aromatic hydrocarbons (pyrene) and may be used in industrial effluent bioremediation
processes.

Keywords: Bioprospecting, dye discoloration, RBBR, heavy metals, hydrocarbons,
pyrene.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento mundial e a crescente industrializagdo vém acelerando a
poluicdo ambiental devido, principalmente, ao lancamento de compostos toxicos
presentes em aguas residuais, industriais e urbanas. A presenca destes poluentes
interfere significativamente na qualidade dos corpos d’agua e na vida dos seres Vvivos,
podendo favorecer o desenvolvimento de doencas ao homem e 0 aumento da poluicao
e degradacao dos ecossistemas (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016).

Efluentes industriais podem apresentar uma elevada carga organica, além de
compostos téxicos como metais pesados, uma série de corantes sintéticos e diversos
grupos de hidrocarbonetos, incluindo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPASs), os quais sao poluentes ambientais em potencial (OLUWASEUN; OLUTOYIN;
JACKSON, 2016). Quando despejado na agua, podem ser adsorvido pelos sedimentos, e
bioacumular em organismos aquaticos. No ambiente terrestre, € adsorvido pelas particulas
dos solos, podendo atingir aguas subterraneas (LEME, 2016). Em contato com o homem
podem sofrer ativagcbes enzimaticas e originar metabolitos com elevada natureza
eletrofilica, denominadas carcindgenos efetivos. Esses carcinégenos podem interagir com
DNA e RNA e possibilitar a formagdo de processos tumorais (BERNARDO; BARROS;
SILVA, 2016; OLUWASEUN; OLUTOYIN; JACKSON, 2016).

Nas ultimas décadas, microrganismos vém sendo utilizados na recuperacao de
ambientes contaminados por compostos recalcitrantes, processos denominados de
biorremediacdo. Esses organismos possuem a capacidade de sintetizar uma série de
enzimas cataliticas, as quais podem apresentar uma baixa especificidade aos
substratos, sendo assim, estrategicamente utilizadas na degradacdo de um numero
elevado de compostos poluidores ambientais. Desta forma, a utilizacdo destas
enzimas, torna-se uma opc¢ao ecologicamente correta, eficiente e com um bom
custo/beneficio (BALDANTONI et al., 2017).

Fungos filamentosos tém demonstrado ser eficientes em processos de
recuperacdo da degradacdo ambiental, devido a alguns fatores incluindo, maior
tolerancia a compostos téxicos no ambiente, sobrevivéncia em condicOes
desfavoraveis como pH extremamente &cido ou basico, producdo de enzimas e
utilizacdo de compostos organicos (poluentes) como substratos para seu metabolismo
(BALDANTONI et al., 2017).
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O isolamento de fungos filamentosos e a identificacdo de linhagens
potencialmente degradadoras de compostos téxicos, bem como a determinacdo das
vias metabdlicas de degradacdo destes compostos, podem facilitar o estudo dos
mecanismos moleculares de degradacdo, podendo assim, prever com maior precisao,
o destino desses compostos no ambiente e sua perda de toxicidade, além de
selecionar comunidades microbianas potencialmente promissoras para processos de
biorremediacdo de ambientes impactados por compostos téxicos (BISOGNIN et al.,
2017; VIEIRA et al., 2018). Desta forma, a busca por microrganismos degradadores de
compostos poluentes ambientais, por tecnologias de bioprospecgcdo, vém sendo
aplicadas em estudos para aumentar o conhecimento da diversidade microbiologica e
seus processos funcionais em ecossistemas diversificados (ALMEIDA; COLLARES;
BARBOSA, 2015).

Microrganismos isolados de efluentes industriais téxteis possuem o metabolismo
adaptado aos compostos quimicos toxicos frequentemente encontrados nestes
efluentes. Os locais contaminados sdo conhecidos como principais fontes de espécies
resistentes aos metais (OLADIPO et al., 2017). Assim, células microbianas podem ser
consideradas potencialmente promissoras na obtencdo de enzimas degradadoras de
poluentes ambientais, as quais podem ser utilizadas em processos de
descontaminacéo de efluentes industriais incluindo os da industria téxtil. Neste sentido,
0 presente trabalho buscou avaliar o potencial biodegradador de fungos filamentosos
isolados de uma estacdo de tratamento de efluente industrial téxtil quanto a
descoloracdo do corante RBBR, producdo da enzima lacase e de biossurfactantes,
tolerancia a metais pesados e a hidrocarbonetos bem como avaliou a degradacao do
hidrocarboneto pireno e producdo de seus metabdlitos, caracteristicas que tornam

esses organismos, biotecnologicamente aplicaveis em processos de biorremediacao.

1.1 Referencial tedrico

1.1.1 Efluentes industriais

A industrializacdo gerada pelo aumento populacional e o desenvolvimento

mundial, vém acelerando a poluicdo ambiental, devido a presenca de uma grande

guantidade de compostos recalcitrantes, como o0s hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos (HPAs), corante sintéticos, metais pesados, dentre outros compostos que
sdo despejados diariamente no ambiente. Os problemas ambientais, cada vez mais
criticos e frequentes, podem ser observados através de altera¢cdes na qualidade do
solo, do ar e da 4gua (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016).

A crescente urbanizacéo influencia negativamente a qualidade do ar e da 4gua
nas cidades e, consequentemente, a poluicdo ambiental torna-se um importante fator
de risco de doencas humanas (WANG et al., 2011). Estudos indicam uma associacao
entre a emissdo de poluentes pela atividade industrial e o0 aumento da incidéncia de
doencas infecciosas, parasitérias, respiratérias e cardiovasculares (MARINHO et al.,
2016; TUFIK et al., 2017).

Aguas residuais sem tratamento adequado impactam seriamente os corpos d
agua e prejudicam a qualidade de vida dos seres vivos. Podem causar a deplecdo do
oxigénio, aumentar valores da demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda
biolégica de oxigénio (DBO) e turbidez da agua e, consequentemente, dificultar
processos de fotossintese (WANG et al., 2011). Os despejos liquidos provenientes de
diversas etapas do processo produtivo de areas industriais, os quais geram poluicédo
por produtos utilizados ou produzidos na induastria, sdo denominados efluentes
industriais (ABNT — NBR 9800/1987).

No Brasil, o despejo de efluentes industriais € regulamentado pela Resolugéo
n° 430, de 13 de maio de 2011, que complementa a resolucdo n° 357, de 17 de maio
de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA. Esta resolucdo dispde
sobre condicdes, parametros, padrbes e diretrizes para gestdo do lancamento de
efluentes em corpos de agua receptores (CONAMA, 2011).

Dentre outras exigéncias, a Resolucdo CONAMA n° 430/2011 veda o
lancamento de poluentes organicos persistentes a mistura de efluentes com aguas de
melhor qualidade, tais como as aguas de abastecimento, do mar e de sistemas abertos
de refrigeracdo sem recirculacdo. A resolucdo também estabelece condi¢cdes de
lancamentos de efluentes, como o pH (entre 5 e 9), temperatura (inferior a 40°C),
remocao minima de DBO a 60%, auséncia de materiais flutuantes, além de valores
maximos para poluentes inorganicos (metais pesados) e orgéanicos (hidrocarbonetos)
(CONAMA, 2011).

Os efluentes industriais podem apresentar contaminantes fisico-quimicos,

como agrotoxicos e metais pesados, ou biolégicos, como microrganismos. Esses
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compostos e/ou células causam doengas que acometem o homem, poluem rios e
mares e degradam os solos (KUNZ et al., 2002). Alguns efluentes, como os da industria
téxtil, possuem contaminantes quimicamente estaveis e de dificil degradacdo. Séo
constituidos por uma elevada carga organica, sélidos suspensos e dissolvidos,
vestigios de metais pesados como cromo (Cr), arsénio (As), cobre (Cu) e zinco (Zn) e
por uma forte coloracao, devido a presenca de corantes que ndo se fixam a fibra dos
tecidos durante os processos de tingimento (RAJASIMMAN; BABU; RAJAMOHAN,
2017; SANTHANAM et al., 2017; KULKARNI et al., 2018). Para o tingimento de 1 kg de
algodéo, a industria téxtil utiliza entre 0,6 a 0,8 Kg de NaCl, 30 a 60 g de corante e 70 a
150 L de agua, resultando em aguas residuais indesejaveis, devido a possibilidade de
causar sérios problemas ambientais, por estarem associadas a corantes e seus
produtos de decomposicao (KUMAR; RAUT; BANDYOPADHYAY, 2016).

Dentre os componentes quimicos da fibra do algodao, a celulose é o que se
encontra em maior proporcao (cerca de 94%), cuja cadeia é constituida por moléculas
de glicose e sua disposicdo na cadeia tem importante papel nas caracteristicas
intrinsecas da fibra (COSTA et al., 2005; MORAES, 2010).

As fibras téxteis podem ser divididas em dois grupos, denominadas como
naturais e sintéticas (quimicas). As fibras naturais ou vegetais sdo constituidas de
celulose (composto organico), localizada principalmente na parede secundaria das
células vegetais, a qual se encontra sempre na natureza em combinacdo com outras
substancias. A celulose € uma molécula constituida por um grande numero de
unidades repetidas relativamente simples, conectadas por ligagdes quimicas unidas por

forcas de associacao secundarias (Figura 1) (MORAES, 2010).

Figura 1 - Cadeia de celulose.
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Fonte: KUNZ et al., 2002.

14



As fibras naturais mais utilizadas na industria sdo baseadas em celulose e
proteina presentes na |&, seda, algodao e linho (GUARATINI; ZANONI, 2000). Esses
materiais representam uma carga nutricional rica em fonte de carbono (celulose) nos
efluentes industriais téxteis, que pode favorecer o crescimento de microrganismos
adaptados a presenca de compostos téxicos e recalcitrantes presentes nesses
efluentes. Desta forma, a utilizacdo dessas células torna-se fundamental para a busca
de moléculas utilizadas em processos de biorremediacédo, bem como outros processos

biotecnoldgicos industriais.

1.1.2 Corantes sintéticos (RBBR)

Os corantes sdo compostos quimicos utilizados em diversos materiais para
conferir cor a uma variedade ampla de produtos. S&o utilizados nas industrias téxteis,
de artefatos de couro, papel, alimentos, cosméticos, tintas e plasticos. Eles séo retidos
no material por adsorcao, dissolucdo, retencdo mecanica ou por ligacdes quimicas
ibnicas ou covalentes (MARI MENDA, 2020). Os corantes sintéticos utilizados nas
industrias representam um grupo grande e complexo de compostos organicos que se
diferem em origem, propriedade quimica e/ou fisica e nos processos de aplicacdo nos
setores industriais (PAZ et al., 2017).

A familia dos azos corantes representam 70% de todo corante sintético que é
produzido mundialmente. S&o compostos aromaticos complexos, com estrutura
molecular grande, preparados pelo acoplamento entre um composto diazénio e uma
anilina, fenol ou outro composto aromatico. Possuem alto grau de estabilidade quimica,
biologica e fotocatalitica, bem como resisténcia a acdo do tempo, exposicéo a luz solar,
microrganismos, agua e sabdo. A maioria é cancerigeno e/ou mutagénico para 0s
seres humanos, fauna e flora (ALMEIDA, 2018).

A industria téxtil libera em suas aguas residuais, de 20 a 30% da quantidade
aplicada de corantes (concentracdo média de 2000 mg L™) e substancias auxiliares ao
tingimento. Em todo o mundo, 280 mil toneladas de corantes téxteis sdo lancados em
efluentes industriais a cada ano, gerando assim, uma preocupacdo ainda maior, com o
tratamento desses efluentes (KUMAR; RAUT; BANDYOPADHYAY, 2016). Além das
industrias de tecidos, as industrias de alimentos, de cosméticos, papel e plastico,

liberam juntas, anualmente no ambiente, através de efluentes, em torno de 0,1 milhdes
15



de toneladas de corantes comerciais, podendo ser potencialmente téxicos e
carcinogénicos, se nao forem tratados antes do seu destino final (RANI et al., 2014,
PAZ et al. , 2017).

A recuperacdo e a reutilizacdo de &aguas residuais merecem atencao
consideravel devido a escassez de &gua potavel para as futuras geracdes, e o
interesse ndo estd apenas em tecnologias para remocao das cores, mas também em
métodos que possam produzir dgua reutilizavel, remover toxicidade, mineralizar
compostos aroméaticos e recuperar os corantes utilizados (HOLKAR et al., 2016).

Um dos corantes mais importantes utilizados na indastria téxtil € o Remazol
Brilliant Blue R (RBBR - CzHisN2Na0;1:S3), um composto derivado do antraceno
(HPA) com peso molecular de 626,54 g moL™" Representa uma classe importante dos
organopoluentes toxicos e recalcitrantes (Figura 2) (PALMIERI; CENNAMO; SANNIA,
2005; RAHMAT; ALI, 2016).

Figura 2 - Formula quimica do corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR).
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2018.

O RBBR é um corante soluvel em &agua, com um bom equilibrio
hidrofilico/hidrofébico e com grupos B-sulfaetilsulfonil reativos. Foi um composto
bastante utilizado no setor téxtil devido a sua caracteristica em apresentar baixa
degradabilidade e facil aplicabilidade (TORGUT et al., 2017). Esse corante pode ser

aplicado em tecidos como nylon, 1a e seda, fornecendo uma ampla variedade de cores
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e tons brilhantes aos tecidos. Além disso, pode ser utilizado no tingimento de papel e
couro, na industria de alimentos, cosméticos e plasticos (RAHMAT; ALI, 2016).

Devido a estabilidade da sua composicdo quimica, esse corante ndo €
facilmente degradado por produtos quimicos ou processos fisicos convencionais,
sendo caracterizado como um organopoluente potencialmente toxico e carcinogénico
(RAHMAT; ALI, 2016). Entretanto, processos de degradacdo biologica utilizando
microrganismos como o0s fungos, podem contribuir para a transformacdo deste
poluente em intermediarios menos téxicos para o ambiente (ORZECHOWSKI et al.,
2018).

A molécula do RBBR é semelhante a estruturas da molécula da lignina
(polimero organico complexo que une as fibras celulésicas). A lignina é facilmente
degradada por enzimas microbianas, portanto o RBBR é utilizado como molécula
modelo para o isolamento de espécies degradadoras de poluentes, uma vez que,
permite selecionar microrganismos produtores de enzimas envolvidas na hidrélise da
lignina (MACHADO; MATHEUS, 2006). Fungos do género Pleurotus, sdo bons
produtores de enzimas do complexo degradador da lignina, as quais sdo capazes de
degradar compostos organicos complexos contendo anéis aromaticos em sua
estrutura, como os corantes sintéticos (ORZECHOWSKI et al., 2018).

1.1.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

Hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos ou HPAs constituem uma familia de
compostos quimicos que apresentam apenas atomos de carbono e hidrogénio em suas
moléculas. Possuem atomos arranjados sob a estrutura de anéis aromaticos (ou
benzénicos) fundidos ou condensados, arranjados de forma hexagonal (Figura 3). Sdo
caracterizados por possuirem dois ou mais anéis aromaticos condensados, com duas

duplas liga¢des conjugadas em sua estrutura (MAGRINI, 2012).
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Figura 3 - Hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs). Nesta
figura estdo os 16 HPAs prioritdrios em estudos ambientais de
acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos

(EPA 1987).
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Fonte: MEIRE et al., 2007.

Os HPAs sdo semi-volateis e formados pela combustdo incompleta ou pirdlise
de material organico. Apresentam massa molecular variando entre 128 e 178 g moL™.
A solubilidade desta familia, em &gua, varia entre o0s altamente insolUveis
(benzo[g,h,i]perileno: 0,003 mg L™) a pouco solGveis (naftaleno: 31 mg L™) (ROCHA,
2015; OLUWASEUN; OLUTOYIN; JACKSON, 2016). Sdo compostos quimicamente
estaveis, mas suscetiveis a oxidacao e fotodegradacao pela luz. O tempo de meia vida
no ar pode variar em uma faixa de poucas horas a dias, no entanto, estima-se que este
tempo possa ser de varios meses a muitos anos no solo (CARUSO; ALABURDA,
2008).

As fontes de HPAs incluem os recursos naturais, como vulcbes e fontes
antropogénicas, como atividades industriais, exaustdo de motores a diesel ou a
gasolina, queima de carvdo e churrasco (OLUWASEUN; OLUTOYIN; JACKSON,
2016). Os hidrocarbonetos aromaticos mais abundantes nas fracdes leves do petroleo,
como a gasolina e o 6leo diesel sdo o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX).
Esses compostos podem ser transportados em locais distantes de seu ponto de origem

tornando-se fonte de contaminacao do solo e agua (SOUSA et al., 2016).
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Sao contaminantes presentes em todo ambiente marinho, podendo ser
utilizados para avaliar a contaminagdo por Oleo ou compostos pirogénicos em
sedimentos marinhos. Eles podem entrar nestes ambientes, através de vérias rotas,
incluindo a deposi¢cdo atmosférica, escoamento de rios, emissarios domeésticos e
industriais, derramamento de petréleo ou derivados, além de fontes naturais,
consideradas baixas (10% das emissfes), como a queima espontanea de floresta,
emissdes vulcanicas, biossintese de bactérias, algas e vegetais superiores, além de
integrantes naturais do petrdleo e do carvdo, quando comparadas com as
antropogénicas (FRENA et al., 2017).

Os HPAs de baixo peso molecular (compostos por 2 ou 3 anéis aromaticos) sao
predominantemente encontrados em fontes petrogénicas e podem ser introduzidos em
ambientes aquaticos por derramamento de Oleo, descargas de operacdes de navios
tanque e escoamento municipal e urbano. Por outro lado, os HPAs de alto peso
molecular (4 a 6 anéis aromaticos) como pireno e benzo[a]pireno (BaP), sdo os mais
importantes em fontes pirogénicas, sendo liberados no ambiente principalmente na
forma de escape de residuos solidos (VIEIRA et al., 2018).

Devido aos seus efeitos nocivos aos ecossistemas e a saude humana, e
principalmente ao seu potencial carcinogénico, teratogénico e mutagénico, estes
compostos sdo largamente estudados. No homem, estes compostos ndo interagem
diretamente com material genético, eles podem entrar em contato com a pele, boca e
outros pontos de entrada e sofrer ativagbes enzimaticas e originar metabdlitos com
elevada natureza eletrofilica, denominadas carcindgenos efetivos. Esses carcin6genos
podem interagir com DNA e RNA e possibilitar a formacdo de processos tumorais
(BERNARDO; BARROS; SILVA, 2016; OLUWASEUN; OLUTOYIN; JACKSON, 2016).

O pireno € um dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos mais comumente
encontrados. Consta na lista da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) como um dos poluentes prioritarios. Este composto pode ser introduzido no
ambiente, geralmente através da queima incompleta de combustiveis como carvao,
petréleo e madeira, por meios de gases exalados dos veiculos e pela fumaca produzida
por cigarros. Quando lancado na atmosfera, o pireno pode existir na forma de vapor e
material particulado (LEME, 2016). Este composto é constituido por quatro anéis
fundidos (Figura 4), apresenta férmula molecular Ci6Hi0, massa molecular alta de

202,256 g moL™, ponto de fusdo 151°C, ponto de ebulicdo 404°C, boa solubilidade em
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etanol, benzeno, tolueno e solventes organicos em geral (NCBI, 2020). A solubilidade
em agua é limitada e a afinidade por material particulado é alta (PASSARINI et al.,
2011). Os valores de concentracdo na agua considerados tipicos vao de 0,00023 —
11,8 ug L, enquanto valores acima de 0,08 mg L™ s&o considerados altos (LEME,
2016).

Figura 4 - Estrutura quimica do Pireno.

Fonte: NCBI, 2020.

O pireno é uma molécula recalcitrante, com meia-vida longa no solo, variando
entre 270 dias a 5,2 anos (PASSARINI et al., 2011), esta frequentemente associado a
outros compostos aromaticos, tornando-se mais tOXico e mais perigoso nestas associa-
¢cOes, se for comparado com uma molécula individual. Quando despejado na agua, o
pireno € adsorvido pelos sedimentos, sendo capaz de bioacumular de forma leve a
moderada, em organismos aquaticos como crustaceos, peixes, algas e moluscos.
Quando liberado em ambiente terrestre, este contaminante € adsorvido pelas particulas
dos solos, podendo atingir aguas subterraneas. O grau de perigo apresentado pelo pi-
reno reflete nos critérios rigorosos adotados para a 4gua potavel e alguns outros meios,

sendo tolerada apenas uma baixa concentracdo deste contaminante (LEME, 2016).
1.1.4 Degradacéo microbiana dos HPAs

Nas ultimas décadas, o uso de microrganismos em processos de degradacao
de contaminantes, como os HPAs, tem sido proposta como uma abordagem
promissora para recuperar ambientes poluidos, uma vez que é ecologicamente correta,
eficiente e de melhor custo beneficio. Organismos de diferentes taxons, como bactérias
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e fungos, possuem atividades cataliticas especificas que podem ser utilizadas para
recuperar ambientes contaminados por HPAs, devido & acdo de um arsenal enzimético
gue pode ser sintetizado por esses organismos (BALDANTONI et al., 2017).

Os fungos filamentosos podem ser considerados potencialmente promissores,
pois toleram a toxicidade do ambiente, podem sobreviver em condicbes ambientais
desfavoraveis, se desenvolver em extensas redes formadas por micélios, sintetizam
enzimas cataliticas e utilizar compostos organicos (poluentes) como fontes de carbono
para seu desenvolvimento. Geralmente, os fungos ndo utilizam os HPAs como Unica
fonte de carbono e energia, bem como ndo os mineralizam, ou seja, ndo metabolizam
os HPAs de modo que promova a completa degradacao e formacado de CO, e H;O.
Entretanto, produzem compostos altamente solUveis em agua, aumentando a sua
reatividade quimica e facilitando a acdo de bactérias capazes de finalizar esse
processo (ROCHA, 2015).

A biodegracdo dos HPAs, geralmente é incompleta e resulta em compostos
intermediarios (VIEIRA et al., 2018), depende da estabilidade dos anéis aromaticos e
da solubilidade e biodisponibilidade, da concentracdo e do tamanho da molécula do
hidrocarboneto. A solubilidade na agua € baixa e decresce quando o peso molecular do
composto aumenta (WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010). Desta forma, a
resisténcia dos HPAs a degradacdo microbiana aumenta com o aumento do peso
molecular (BALDANTONI et al., 2017).

Devido a baixa solubilidade dos HPAs em agua, 0s microrganismos precisam
sofrer adaptacfes moleculares que facilitam a absorcdo desses compostos, podendo
assim, utilizar trés caminhos para a entrada dos hidrocarbonetos na célula microbiana:
a) contato direto através da ligacdo da célula a grandes gotas de 6leo; b) adsorcéo de
gotas de 6leo sub-microscoépicas a superficie celular; c¢) absor¢cdo dos hidrocarbonetos
solubilizados na fase aquosa. O transporte através da parede celular pode ser facilitado
pela formacdo de canais especiais que permitem a entrada de hidrocarbonetos, pela
formacdo de vesiculas de membrana ou pela excrecao de biossurfactante, moléculas
gue aumentam a area interfacial entre o substrato e o microrganismo, facilitando a
assimilacéo pela célula (ARAUJO, 2010).

A degradacdo microbiana dos HPAs pode ocorrer extracelularmente, onde
fungos atacam compostos organicos usando uma gama de oxirredutases

extracelulares com atividades ndo especificas, e ou intracelularmente, por oxidases
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P450 de fungcdo mista de varios fungos que catalisam epoxida¢cdes e hidroxilacdes de
numerosos compostos poluentes ambientais (HARMS; SCHLOSSER; WICK, 2011).

1.1.4.1 Degradacao intracelular (enzimas do Citocromo P450)

As enzimas intracelulares sdo encontradas em todos 0S seres Vivos, Nnos
eucariotos, normalmente estéo ligadas ao reticulo endoplasmatico (RE) ou & membrana
interna da mitocdndria. As monooxigenases, também conhecidas por enzimas do
Citocromo P450 (CP450), constituem-se de proteinas similares, onde cada membro
possui especificidade por diferentes substratos. Os componentes do CP450 podem
reagir com O e ligar-se ao monoxido de carbono, formando um complexo que exibe
intensa absorcédo a luz em comprimento de onda de 450 nm, gerando o nome do
citocromo (ARAUJO, 2010; SANTOS, 2012; ROCHA, 2015).

As monooxigenases catalisam uma ampla gama de rea¢cdes como hidroxilacéo
de carbono, oxigenacdo de heteroatomos, desalquilagdo, epoxidacdo, reducdo e
desalogenacdo (SYED et al., 2010). Essas enzimas sdo as mais importantes
envolvidas na oxidacdo de xenobidticos, devido a sua abundancia, suas numerosas
isoformas e pela inducdo de sua atividade por xenobidticos em processos de
biodegradacdo. Elas catalisam a transformacdo de xenobidticos hidrofébicos ou
componentes enddgenos em compostos mais hidrofilicos, através da introducdo de um
atomo de oxigénio, derivado do oxigénio molecular (ARAUJO, 2010; SANTOS, 2012).

Algumas dessas enzimas sdo extremamente especificas, catalisando apenas
as reacOes de determinado substrato, enquanto outras sdo capazes de catalisar
oxidacBes de diversos substratos. Essas reacdes ocorrem devido as mudancas de
conformacédo da cavidade proteica que orientam o sitio ativo em torno do substrato e
isolam a reacéo conferindo boa atividade catalitica e seletividade (SILVA, 2017a).

A degradacdo microbiana dos hidrocarbonetos, em condi¢cdes aerdbicas ou
anaerobicas (CARUSO; ALABURDA, 2008) ocorre através da ativacdo e rompimento
do anel aromatico. A ativacdo exige a acao de enzimas oxigenases (monoxigenases e
peroxidades), que incorporam uma molécula de oxigénio molecular ao anel, formando
epoxido, ou pelas dioxigenases, que tem a funcdo de reconhecer o composto
aromatico e adicionar dois atomos de oxigénio, quebrando a estabilidade, devido a

ressonancia do anel aromatico. Assim, apdés a hidratacdo, ocorre a formagédo de
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dihidrodiol (1,2-dihidroxiciclohexa-3,5-dieno), cuja isomeria espacial (cis ou trans)
depende de qual enzima catalisara a reacdo enzimatica. A molécula com o anel
fechado sera transformada, por acdo de uma desidrogenase, em um dos intermediarios
centrais da via de degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos, que podem ser o
catecol, o protocatecol ou gentisato, que participardao do ciclo de Krebs (Figura 5)
(WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

Figura 5 - Via de degradacao dos hidrocarbonetos aromaticos,
por acdo de monoxigenases.
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A fissdo do anel aromatico se da pela via orto ou meta clivagem do catecol
(Figura 6). A via de orto clivagem do catecol envolve a quebra da ligacdo entre os
atomos de carbono aos grupos hidroxila do catecol, pela acdo da enzima catecol 1,2-
dioxigenase, levando a formacdo de cismuconato, e sucessivamente acetil-CoA e
succinato. Na via de meta clivagem, a fissdo da molécula do catecol ocorre entre o
atomo de carbono adjacente ao grupo hidroxila pela acdo da enzima catecol 2,3-
dioxigenase, formando semialdeido 2-hidroximuconico (2HMS) e, logo apds, piruvato e
acetaldeido Os outros compostos como o tolueno, etilbenzeno e xileno, séo
degradados primeiramente pela oxidacdo do anel, ou a oxidacdo dos grupos laterais

pela acdo das enzimas monoxigenases ou dioxigenases (ARAUJO, 2010).
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Figura 6 - Via orto e meta clivagem do catecol.
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1.1.4.2 Degradacéo extracelular (enzimas ligninoliticas)

Alguns fungos possuem vias alternativas para a degradacdo de compostos
aromaticos, produzindo enzimas extracelulares durante o metabolismo secundario e
perante limitagdes nutricionais do meio (SANTOS, 2012). Essas enzimas, denominadas
enzimas ligninoliticas, devido a sua atuacdo na decomposicdo de materiais lenhosos
(lignina e celulose), podem atuar em processos de tratamento de compostos toxicos
por biorremediacdo (ARAUJO, 2010; MADIGAN et al., 2016).

A lignina (Figura 7) € uma macromolécula tridimensional amorfa, encontrada
em materiais vegetais, formada pela polimerizacdo de fenilpropandides (alcool p-
cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico) (Figura 7B) juntamente com agua ou
grupos hidroxilas. A proporcéo dos alcoois na estrutura quimica forma diferentes tipos
de lignina (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).
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Figura 7 - Estrutura quimica
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A variedade de ligninas existentes e a falta de especificidade das enzimas
ligninoliticas na degradacdo de estruturas quimicas diferentes, evidenciam a
flexibilidade do complexo ligninolitico, que ndo se limita a degradacdo de substratos
lignocelulésicos naturais (BONUGLI-SANTOS; DURRANT; SETTE, 2012). As enzimas
desse complexo podem contribuir para a transformacdo e degradacdo de compostos
toxicos recalcitrantes, 0s quais apresentam estruturas quimicas similares aos
encontrados em efluentes industriais, como corantes téxteis, HPAs, e pesticidas
(PASSARINI et al., 2015).

O complexo enzimatico que atua nessa transformacdo, e age no meio
extracelular, € composto por peroxidases, oxidases e lacases. Essas enzimas
pertencem a familia das oxiredutases. A lignina peroxidase (LiP) é uma hemeproteina

extracelular, que catalisa reacdes de desaminagcdo de produtos de acidos
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aminoaromaticos, possui um potencial redox alto e baixo pH 6timo, além de pouca
especificidade ao substrato e necessidade de perdoxido de hidrogénio (H,O,) para
iniciar a catalase. A LiP € capaz de oxidar uma variedade de substratos redutores,
incluindo substratos poliméricos, anéis aromaticos metoxilados, além de degradar
compostos fendlicos e néo fendlicos, alcodis benzilicos e de metila, como também,
pode provocar rearranjos intramoleculares (ARAUJO, 2010; MACIEL; CASTRO E
SILVA; RIBEIRO, 2010).

A manganés peroxidases (MnP) é uma glicoproteina que atua com isoenzimas,
oxidando diretamente Mn (1l) & Mn (lll), atuando ativamente nos processos de oxidagcao
catalitica, sendo os compostos, quelados por acido organico como o oxalato, formando
um complexo estavel de alto potencial de oxidorreducdo. A enzima ndo depende de
H,0,, possui um potencial redox menor que a LiP, capacidade de oxidar substratos
fendlicos, corantes e compostos aromaticos (ARAUJO, 2010; MACIEL; CASTRO E
SILVA; RIBEIRO, 2010).

As lacases sdo enzimas multinucleares com quatro atomos de cobre em seu
sitio catalitico. Podem catalisar a oxidacdo de varias estruturas aromaticas, como as
fendlicas (mono, di e polifendis), também degradam compostos ndo fendlicos na
presenca de mediadores especificos. Na industria de alimentos, a lacase elimina
compostos fendlicos indesejaveis no processamento de sucos de frutas, vinhos e
cerveja, além de remediar 4guas residuais. Na industria de papel, branqueia o papel e
degrada poluentes ambientais recalcitrantes e corantes sintéticos (CARDOSO et al.,
2018).

Os HPAs oxidados pelas enzimas ligninoliticas, geram radicais livres hidroxila
pela doacdo de um elétron que oxida o anel aromatico. Essa reacdo gera quinonas e
acidos em vez de dihidrodiois (Figura 8). Geralmente as quinonas sdo acumuladas
como produtos de degradacdo de HPAs, devido ao anel aromatico ser apenas clivado

por acdo das enzimas e ndo mineralizado (MAGRINI, 2012).
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Figura 8 - Vias ligninoliticas de degradacao de HPAs por fungos.
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A capacidade das enzimas ligninoliticas em oxidar compostos fendlicos e néo
fendlicos, remover substancias xenobidticas e degradar produtos poliméricos e
moléculas recalcitrantes despertou a atencdo de pesquisadores nas Ultimas décadas.
Assim, sua aplicacdo biotecnolégica em processos de desintoxicacdo de efluentes
industriais, principalmente da industria de celulose, téxtil e petroquimica, vem sendo
estudada amplamente (RODRIGUEZ COUTO; TOCA HERRERA, 2006; LEVASSEUR
et al., 2010; CARDOSO et al., 2018).

1.1.5 Tolerancia microbiana a metais pesados

Os metais sdo elementos quimicos que apresentam propriedades fisicas

caracteristicas. Sao soélidos (exceto mercurio — Hg), possuem brilho, conducéo elétrica
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e térmica, resisténcia, maleabilidade e ductibilidade, apresentam altos pontos de fuséo
e ebulicdo, sua estrutura é cristalina cubica ou hexagonal (OLIVEIRA, 2018). Sao
elementos que possuem elétrons livres nas camadas de valéncia, tornando possiveis
ligacdes idnicas com outros materiais, possuem facilidade em oxidar e podem formar
oxidos basicos ao se unirem ao atomo de oxigénio (PEIXOTO, 2019).

Em relacdo a ciéncia ambiental, os metais séo classificados em: i) elementos
essenciais ou minerais (sddio, potassio, célcio, ferro, zinco, cobre, niquel e magnésio),
encontrados na natureza e possuem funcdo estrutural, funcional e reguladora no
organismo humano; ii) micro-contaminantes ambientais ou metais pesados (arsénico,
chumbo, cadmio, mercurio, aluminio, titdnio, estanho e tungsténio) elementos que
podem se bioacumular e biomagnificar nos organismos vivos e causar intoxicagao ou
até mesmo morte; iii) elementos essenciais e simultaneamente micro-contaminantes
(cromo, zinco, ferro, cobalto, manganés e niquel), que embora sejam essenciais no
organismo, em grandes quantidades podem causar intoxicacdes que afetam o sistema
nervoso, gastrointestinal e diversos outros sistemas do corpo humano (ALVAREZ;
ROCHA-GOMES, 2015; OLIVEIRA, 2018).

Os elementos essenciais, classificados em dois grupos principais, de acordo
com suas concentracdes nos organismos, em macroelementos (Ca, Mg, K, Na) e
microelementos (Fe, Zn, Mn, Cu, Co, Sn, Cr), desempenham importante papel
metabolico em baixas concentracdes, entretanto podem ser toxicos quando presentes
em concentracdes elevadas nos organismos. Os elementos ndo essenciais nao
apresentam funcdes biologicas definidas, e quando assimilados pelos organismos em
concentracfes nocivas, estes elementos podem desencadear efeitos adversos, que
variam conforme a atuacado especifica de um determinando elemento, sua toxicidade e
exposicao (MOURA, 2013).

Os elementos considerados metais pesados sao quimicamente muito
reativos e bioacumulaveis, definidos com base em trés critérios: densidade (superior a
5 g cm™), nimero atémico (superior a 20) e propriedades quimicas (ionizacdo e
reatividade) (SIDDIQUEE; ROVINA; AZAD, 2015; PEIXOTO, 2019). Podem ser
encontrados no ambiente aquéatico natural por deposicdo atmosférica e fontes
geoldgicas (interperismo de rochas) ou por atividades antropogénicas, como o descarte
indevido de residuos industriais, deposicdo de esgotos e mineradoras (VALE et al.,

2011; OLIVEIRA, 2018). Estipula-se que 99% dos metais contaminantes sao
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depositados e acumulados nos sedimentos e menos de 1% s&o dissolvidos na agua.
Entretanto, através de variagdes fisicas e/ou quimicas (pH, salinidade, potencial redox)
ou fendmenos de ressuspensao natural, os metais pesados podem diluir-se e tornar-se
disponiveis aos organismos aquaticos, sendo uma fonte de poluicdo (AKCIL et al.,
2015).

Atividades de manufatura, grandes industrias (galvanizacdo, metallrgica,
curtumes, fabricacdo de produtos quimicos, drenagem de minas e fabricacdo de
baterias) e atividades agricolas, sdo responsaveis pelo acimulo de altas concentracdes
de metais pesados nos solos, estuarios, portos e zonas costeiras. Essa contaminacéo
por metais representa um sério problema ambiental de preocupacdo global, que
autoridades nacionais e internacionais enfrentam desde as Ultimas duas décadas
(IRAM et al., 2013).

A concentracdo e a disponibilidade de metais pesados presentes em efluentes
industriais, despejados sem tratamento nos solos e aguas, bem como a acao de
diferentes fatores (tipo de metal e a natureza do meio), alteram a microbiota natural dos
ecossistemas e podem selecionar microrganismos resistentes a compostos metalicos
toxicos, representando um risco a saude publica (IRAM et al., 2013; TORRES-CRUZ et
al., 2018). Dependendo dos fatores ambientais e da espécie metalica, a morfologia e a
fisiologia dos microrganismos podem ser alteradas, afetando suas taxas de
crescimento, reproducéo e producdo enzimatica (IRAM et al., 2013). Esses compostos
sao infinitamente persistentes no ambiente, e ao contrario dos poluentes organicos,
nao podem ser degradados, podem ser apenas transformados em solu¢cdes menos
toxicas através de estratégias de alteracdo da sua solubilidade (mobilizacdo) ou sua
estabilidade, reduzindo assim sua biodisponibilidade (imobilizacdo) (AKCIL et al., 2015;
SIDDIQUEE; ROVINA; AZAD, 2015).

A biomassa de fungos e leveduras toleram metais pesados, 0s quais se adaptam
e crescem em altas concentracbes de metais (IRAM et al, 2013). A
tolerancia/resisténcia ao metal € definida como a capacidade de um organismo
sobreviver a toxicidade do metal por meio de um ou mais mecanismos em resposta
direta aos metais. A tolerancia ao metal por fungos filamentosos foi associada a seus
locais de isolamento, toxicidade do metal testado, sua concentragdo no meio e na

competéncia do microrganismo. Os locais contaminados sdo conhecidos como
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principais fontes de espécies resistentes aos metais (OLADIPO et al., 2017). A
resisténcia aos metais pesados pode ocorrer pela eliminacdo de ions metalicos com
auxilio de substancias quelantes de metais ou pela decomposi¢cdo em sistemas de
transporte especificos de metais (SIDDIQUEE; ROVINA; AZAD, 2015).

Mecanismos biolégicos como precipitacdo intra e extracelular (formacdo de
precipitados cristalinos ou amorfos), transformacé&o de valéncia (reducéo e oxidacao de
atomos), absorcdo ativa (interacdo fisico-quimica) (TORRES-CRUZ et al., 2018),
complexacdo e cristalizacdo, transformacéo, biossorcdo de pigmentos em parede
celular, transporte diminuido ou impermeabilidade, efluxo, compartimentacdo
intracelular e sequestro (IRAM et al.,, 2013), estdo envolvidos na sobrevivéncia de
fungos filamentosos, que os utilizam para acumular ou remover metais de ambientes
contaminados com estes compostos.

A parede celular dos fungos possui alta capacidade de interacdo com ions de
metais pesados (Figura 9), podendo assim, desintoxicar ambientes poluidos por esses
compostos atraves de transformacéo molecular. A producéo e secrecao de acido citrico
e acido oxdlico, substancias quelantes, interagem com 0s metais e aumentam sua
solubilidade através da acidificacdo do meio (Mobilizacdo de metais). Esses
microrganismos podem regular suas concentracdes citosdlicas de ions metalicos
através da compartimentacdo e complexacdo de vacuolos por proteinas
citoplasmaticas, as metalotioneinas e fitocelatinas, que formam ligacdes entre a
proteina e o metal, modulando as concentracdes intracelulares de metais (Imobilizacédo
intracelular de metal). Reacdes quimicas como oxidacdo, reducdo, metilacdo e
desalquilacdo podem ocorrer, levando a volatilizagcdo do metal, reduzindo assim, sua
toxicidade e biotransformacdo (Transformacdes metélicas) (SIDDIQUEE; ROVINA;
AZAD, 2015). Os fungos também apresentam transportadores especificos de metais,
gue reagem com 0s metais através de acoplamentos metabdlicos que sdo acionados
por gradiente de concentracdo (Captacdo de metais). A parede celular fungica, que
funciona como uma camada protetora pode controlar a captacdo de metais toxicos para
a célula, através de uma interacdo fisico-quimica entre ions metalicos e o
microrganismo por processos de troca ibnica, complexacéo, cristalizacdo, adsorcao e

precipitacéo (Biossorcdo) (AKCIL et al., 2015).
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Figura 9 - Mecanismos de interacéo da parede celular de fungos com ions metalicos.
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Estudos demonstram que linhagens fungicas podem ser tolerantes a metais
como cobre, niquel, cromo e chumbo, sendo bastante utilizados na remocdo e
tratamento de aguas residuais e de solos contaminados com metais pesados
(PARAMESWARI; LAKSHMANAN; THILAGAVATHI, 2010; IRAM et al., 2013). As
espécies Aspergillus flavus e A. niger ja foram reportadas como tolerantes ao cromo e
ao chumbo, sendo capazes de reduzir o metal pesado cromo hexavalente (Cr®") para
cromo trivalente (Cr®*). O género em quest&o é muito versatil, pois além de ser utilizado
com sucesso na biorremediacdo de ambientes contaminados por metais pesados
também degradam compostos aromaticos e pesticidas (AKHTAR et al., 2013; IRAM et
al., 2013; DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016).

Durante experimentos de biossorcdo e determinacédo da concentracdo minima
inibitéria de niquel e cromo para culturas fangicas isoladas de solo contaminado,
Phanerochaete chrysosporium, destacou-se pelo acimulo de mais de 60% de cromo e

57% de niquel do que os outros fungos filamentosos investigados. Nesse estudo, 0s
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autores concluiram que os fungos isolados de solo contaminados com metais poderiam
ser explorados na remocdo de metais pesados em aguas residuais (PARAMESWARI;
LAKSHMANAN; THILAGAVATHI, 2010).

Considerando os mecanismos de interacdo dos fungos filamentosos com ions
metalicos e sua capacidade de resisténcia e tolerdncia aos metais, esses
microrganismos podem ser utilizados em processos de biorremediagdo de ambientes
impactados por metais pesados (IRAM; NASIR, 2012). Os processos microbianos de
biotransformacdo e bioacumulacdo sdo os que estdo envolvidos na remediacdo de
metais pesados, sendo que a bioacumulacdo representa o cenario mais estratégico
para investimento em tecnologia de biorremediacdo microbiana, visto seu potencial
para ser implementado em programas/acdes de recuperacdo de areas impactadas por
metais pesados (CRISTINA; CASTRO; QUINTELLA, 2018).

1.1.6 Tratamento de efluentes industriais

O desenvolvimento da industria em todo o mundo causou danos significativos,
devido & interferéncia de poluentes organicos na natureza. Quando essas substancias
séo despejadas na agua, afetam o equilibrio ecologico e os organismos vivos. Diversas
metodologias disponiveis podem ser utilizadas para reduzir o impacto ambiental,
incluindo tratamentos biologicos, filtracdo, oxidacdo, fotodegradacdo e adsorcéo
(TORGUT et al., 2017).

Os compostos toxicos e recalcitrantes, como 0s corantes sintéticos, metais
pesados e hidrocarbonetos encontrados nas aguas residuais industriais, sdo uma
ameaca a qualidade de vida dos ecossistemas, pois eles interferem na passagem de
luz, retardam a fotossintese, afetam a solubilidade dos gases e podem bioacumular em
diversos organismos como plantas e animais. A fim de evitar um desequilibrio
ecolégico em varios ecossistemas, esses efluentes devem ser tratados antes da
destinacdo final (ALMEIDA, 2018). Os processos de tratamento dos efluentes
industriais podem ser quimicos, fisicos ou biolégicos, ou ainda podem ser associados,
se necessario, para alcancar melhores resultados (ARAUJO et al., 2013).

Os processos fisicos de tratamento estdo relacionados a remocédo do corpo
sélido do efluente através de métodos de gradeamento, sedimentacdo, filtracao,

flotacdo ou equalizagdo. Os quimicos sdo aqueles que dependem de reacdes
32



quimicas, como coagulacéo, troca idnica, oxidacdo, neutralizacdo e ultrafiltracdo. Os
métodos biolégicos sdo os que utilizam organismos vivos e/ou suas enzimas, que
reagem bioquimicamente para eliminar os contaminantes, esse processo pode ser
anaerébico e/ou aerdbico e se dao pela utilizacdo de sistemas de biodiscos, filtro
percolador, valas de oxidagédo, lodos ativados e lagoas aeradas (Figura 10)
(HIDROGERON, 2016).

Figura 10 - Tratamento fisico, quimico e biolégicos de efluentes.
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Fonte: OLIVEIRA, 2014.

Métodos fisico-quimicos que utilizam agentes oxidantes fortes (H,O,, O3 e
reagente de Fenton), processos avancados de oxidacdo como fotoquimicos e
fotocatalitica (H202/UV ou oxidacdo eletroquimica), coagulacao, floculacao, filtracdo e
procedimentos de adsorcdo embora eficazes, produzem grande quantidade de lodo,
possuem alto custo e ndo sdo viaveis para aplicacdo em larga escala, contudo
possuem aplicacdo limitada e ineficiéncia para alguns corantes (DESHMUKH,;
KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016; PAZ et al., 2017). Estes métodos podem criar uma
carga quimica adicional em corpos d agua, que reduz a penetracao de luz nos sistemas
aquaticos, prejudicando a fotossintese e comprometendo a flora e a fauna (RANI et al.,
2014). Os métodos biologicos geralmente séo eficientes para uma grande variedade de
substancias toxicas, apresentam menores custos na aplicacao, baixa producédo de lodo

inorganico, mineralizacéo/estabilizacdo completa de corantes, e geram produtos que
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nao agridem o meio ambiente (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016;
HOLKAR et al., 2016; PAZ et al., 2017).

N&o existe um tratamento padrdo para efluentes, uma vez que a composicao de
cada efluente residual € diferente e, portanto, requer medidas especificas para seu
tratamento, que podem conter métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. O objetivo das
estacOes de tratamento de efluentes téxtil € implementar tecnologias que oferecam
poluicdo minima ou nula na agua. Uma vez identificada a carga poluente e os tipos de
contaminantes, é possivel definir qual o tipo de tratamento mais adequado aquele
efluente (HIDROGERON, 2016; HOLKAR et al., 2016).

1.1.7 Bioprospecgéo microbiana em ambientes diferenciados

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempe-
nham funcdes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas, como componentes
fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (MADIGAN et al., 2016).
Estipula-se que existem 10*° células microbianas existentes no planeta terra, e destes,
menos de 1% ja foram cultivados e tiveram seu metabolismo explorado em laboratério
(ALMEIDA; COLLARES; BARBOSA, 2015).

Desta forma, tecnologias tradicionais e avancadas de bioprospeccéo de micror-
ganismos cultivaveis ou ndo, tém sido desenvolvidas e empregadas para aumentar o
conhecimento da diversidade microbiana e processos funcionais em diversos ecos-
sistemas. Assim, a caracterizacdo de genes, enzimas e/ou vias metabolicas para pos-
teriores aplicacdes biotecnoldgicas, tornaram-se ferramentas indispensaveis em pro-
cessos de tratamentos de ambientes impactados com compostos poluentes toxicos
(ALMEIDA; COLLARES; BARBOSA, 2015).

A triagem por fungos filamentosos e seus metabdlitos vém crescendo em virtude
do seu alto potencial degradativo, biossortivo (metais e corantes) e dos mecanismos de
resisténcia em condi¢cdes ambientais adversas. Estes organismos apresentam caracte-
risticas que os tornam interessantes em aplicacfes industriais e processos de biorre-
mediacdo, como o alongamento e ramificacdo das hifas induzidas quimiostaticamente
em direcdo a fonte de carbono organico (colonizacdo de grandes areas) bem como bi-

odegradacéo por enzimas intra e/ou extracelulares. Dessa forma, o contato superficial
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com o contaminante é otimizado, aumentando sua biodisponibilidade e, consequente-
mente, sua biodegradacao (PEREIRA; FREITAS, 2012).

Células microbianas, de um modo geral, vém apresentando bons resultados na
transformacdo de substancias quimicas complexas como os HPAs, derivados do
petréleo e metais pesados, em formas menos complexas e/ou menos téxicas,
demonstrando o potencial biotecnologico destes organismos (CASTRO-SILVA et al.,
2003; SANTAELLA et al., 2009; PASSARINI et al., 2011; CHANAGA et al., 2012; RANI
et al., 2014, LEE et al., 2018).

SILVA (2017b) selecionou fungos isolados do bioma da Caatinga com
potencialidade para biorremediacdo de ambientes contaminados com corantes da
industria téxtil. O estudo apresentou potencial de trés espécies de fungos filamentosos
(Mucor subtilissimus, Cunninghamella phaeospora e Aspergillus sp.) para descoloracéo
do corante Direct Black 22, sendo o isolado Aspergillus sp., o responsavel pela maior
capacidade de tratamento da agua, uma vez que apresentou forte habilidade para
descolorir o corante em diferentes concentracdes (50, 125 e 250 mg L™). Desta forma,
o0 estudo concluiu que o isolado pode ser considerado um potencial agente na
biorremediacao de efluentes téxteis.

LISBOA (2017) avaliou 50 isolados do género Trichoderma spp., quanto a
descoloracéo do corante téxtil indigo Carmine e do efluente téxtil (coletado em uma
lavanderia de jeans em Toritama - PE) e sua producdo enzimatica. Nesse estudo as
linhagens Trichoderma atroviride (URM 6625, 3735 e 3270) apresentaram percentual
de descoloracéo do indigo Carmine de 93,57%, 94,61% e 96,86%, respectivamente. As
melhores atividades enzimaticas encontradas foram do isolado Trichoderma virens
URM 4996 para lacase (15,7 U L), Trichoderma atroviridle URM 3735 para lignina
peroxidase (1307 U L™) e Trichoderma erinaceum URM 3881 para manganés
peroxidase (875,3 U L™). Entre os fungos testados, T. atroviride (URM 4950),
apresentou o melhor resultado na descoloracdo do efluente téxtil puro, (75,30% de
descoloracao).

No trabalho realizado por Rosa (2018), foi avaliado a descoloracao de efluente
proveniente de lavanderia industrial téxtil na cidade de Caruaru-PE/Brasil por fungos
imobilizados em suportes. Aspergillus niger e Scytinostroma duriusculum apresentaram
percentuais de descoloracao do efluente de 89,49 e 86,50% respectivamente, os quais

podem estar associados a producdo de manganés peroxidase (35,72 e 106,79 U L™).
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O autor da pesquisa concluiu que o fungo Scytinostroma duriusculum imobilizado pode
ser utilizado nos processos de biorremediacao de efluentes téxteis.

ROCHA, (2015) desenvolveu estudos sobre degradacdo de hidrocarbonetos,
entre eles (naftaleno (N), acenaftieno (Aceft), acenafteno (Ace), fluoreno (F),
fenantreno (Fen), antraceno (Ant), fluorantreno (Fl), pireno (Pi), benzo(a)antraceno
(BaA), criseno (Cri), benzo(b)fluorantreno (BbF), benzo(k)fluorantreno (BkF),
benzo(a)pireno (BaPi), indeno[1,2,3-cd]pireno (Ipi), Dibenzo[a,h]antraceno (DbahA),
benzo[g,h,i]Jperileno (BghiPe), utilizando um consorcio fangico (Fusarium moniliforme,
Phoma herbarum e Penicillium citrinum) e petréleo bruto em ensaios de bioaumentacéo
e bioestimulacdo. O estudo das linhagens de fungos demonstrou o potencial para o
emprego deste consoércio em biorremediacdo, pois apresentaram uma alta taxa de
biodegradacao (64%) dos HPA total presentes no 6leo bruto ao final de 7 dias de
experimento. Foi verificado ainda, que alguns compostos foram totalmente
mineralizados em 7 dias (Indeno[1,2,3-cd]pireno e o Benzo[g,h,i]perileno). Em destaque
a mineralizacdo do Benzo(a)pireno.

Parameswari; Lakshmanan; Thilagavathi (2010) isolaram os fungos Aspergillus
niger, Phanerochaete chrysosporium e Trichoderma viride, resistentes a metais de um
solo contaminado com esgoto municipal. Os isolados foram testados quanto ao
potencial de biossorcdo de metais. Este estudo determinou concentracdes inibitérias
minimas de niquel (50 a 100 mg L™) e cromo (75 a 100 mg L™?) e concluiu que os
fungos em questdo apresentaram potencial de biossorcdo de metal e podem ser
explorados para remocdo de metais em solucbes aquosas. Da mesma forma no
trabalho realizado por TORRES-CRUZ et al., (2018a), os autores isolaram e
identificaram fungos tolerantes a metais pesados de uma floresta temperada de
pinheiros na Carolina do Norte — EUA. Os géneros mais comuns encontrados foram
Penicillium e Tricoderma, mostrando amplos niveis de adaptacéo a diferentes metais e
niveis de toxicidade.

Os sistemas enzimaticos presentes no metabolismo dos fungos é uma ferramen-
ta util para fins de biorremediacao devido a sua acédo na degradacao de varios compos-
tos xenobidticos e corantes (MACIEL; CASTRO E SILVA; RIBEIRO, 2010). Além disso,
os fungos ainda podem sintetizar biossurfactantes, que apresentam diversas aplica-
¢cOes, tais como, recuperacao de petroleo, degradacéo de hidrocarbonetos, remocao de

metais pesados a partir de solos contaminados (REIS, 2017).
36



A producéo de biossurfactantes pelos microrganismos vem sendo estudada em
processos de biorremediacdo devido a suas caracteristicas de seletividade, baixa
toxicidade e por serem biodegradaveis e compativeis com tecnologias de menor
impacto ao meio ambiente, além de sua funcionalidade sob varias condi¢cdes extremas
de pH e temperatura. Em comparacao aos surfactantes sintéticos, sdo mais versateis e
mais adequados para o controle de poluicdo por meio da biodegradacdo (YAKUBU,
2007; REIS, 2017).

Os biossurfactantes sdo moléculas de caracteristicas anfipaticas, ou seja,
possuem uma regido hidrofilica e uma regido lipofilica. Devido a esta estrutura, tendem
a acumular-se nas interfaces, entre as fases de fluidos com polaridades diferentes
(6leo-a4gua ou dleo-ar) reduzindo assim a tensédo superficial e interfacial dos liquidos
pelo remanejamento molecular. Esse processo dinamico influencia as ligacoes
hidrofilicas-hidrofobicas e aumenta a area superficial, a solubilidade, mobilidade e
biodisponibilidade da substancia, com consequente aumento da biodegradabilidade
(REIS, 2017).

Essas moléculas podem ser produzidas no metabolismo secundario de uma
grande variedade de microrganismos incluindo bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, as quais possuem diversas aplicacdes industriais, tais como detergéncia,
emulsificacdo, dispersdo e solubilizacdo. Assim podem ser utilizados na industria de
alimentos, produtos de limpeza, petréleo, cosméticos e produtos de higiene (PEREIRA,;
DUVOISIN JR; ALBUQUERQUE, 2017).

Os biossurfactantes sdo produzidos por microrganismos que utilizam como
substratos de crescimento, moléculas simples de carboidratos, Oleos e
hidrocarbonetos. O uso de diferentes tipos de substratos altera a estrutura e as
propriedades do biossurfactante produzido. Assim, 0s microrganismos podem utilizar
compostos dos ambientes contaminados, tais como 0os componentes do petréleo bruto
como substrato para a producdo de biossurfactantes. O uso desses microrganismos
apresenta-se como alternativa ecologicamente correta para o tratamento de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos de petréleo (LEE et al., 2018; WANG et al., 2018).

Grande parte dos estudos sobre biossurfactantes é feita com bactérias e
leveduras, entretanto, espécies de fungos representantes dos géneros Aspergillus spp.

e Fusarium spp., mostram-se eficientes na degradagéo de petroleo bruto (ZHANG et
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al., 2016; REIS, 2017). Estudos demonstram a producdo de biossurfactantes por
microrganismos e sua utilizacdo biotecnolégica como alternativa pratica e
economicamente viavel para destinacdo de residuos industriais. Catiglioni, Bertolin e
Costa (2009) descreveram a producédo de biossurfactante por Aspergillus fumigatus
utilizando residuos agricolas, como substrato de crescimento, em biorreatores.
Santaella et al. (2009) compararam o desempenho de reatores bioldgicos inoculados
com o fungo Aspergillus niger para remover matéria organica, fenadis totais e compostos
nitrogenados de aguas residuais de refinarias de petroleo.

Microrganismos isolados de efluentes industriais possuem o metabolismo
adaptado ao ambiente extremamente contaminado por compostos quimicos e téxicos,
podendo ser considerados potencialmente promissores na obtencdo de enzimas
degradadoras de poluentes ambientais. Neste sentido, o estudo da maquinaria
biotecnoldgica destes microrganismos pode auxiliar o desenvolvimento de processos

biorremediadores nestes ambientes.

1.2 Justificativa

Os poluentes ambientais encontrados nos efluentes industriais sdo de dificil
degradacao natural, persistem e bioacumulam em diversos ecossistemas. Métodos de
tratamento bioldgicos, geralmente sdo eficientes para uma variedade de substancias
toxicas, apresentam menores custos na aplicacdo e geram produtos que nédo agridem o
meio ambiente (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016; HIDROGERON, 2016;
PAZ et al., 2017).

As tecnologias utilizadas na busca por células microbianas provenientes de am-
bientes considerados complexos ou contaminados com poluentes ambientais vém de-
monstrando que estudos em bioprospeccdo, sdo fundamentais para se evidenciar o
potencial biotecnolégico proveniente destes organismos, incluindo a degradacédo e ou
tolerancia a compostos toxicos (ALMEIDA; COLLARES; BARBOSA, 2015). Estas
caracteristicas funcionais sdo adquiridas pela comunidade microbiana, através de
eventos evolutivos na presenca destes compostos toxicos, fazendo com que o0 uso
destas células microbianas seja considerado promissor em aplicacdes industriais e

principalmente em processos de biorremediacdo (PEREIRA; FREITAS, 2012).

38



Neste sentido, 0 presente projeto buscou explorar o metabolismo de fungos
filamentosos isolados de uma estacdo de tratamente de efluente industrial téxtil, na

busca por compostos biotecnologicamente aplicaveis em processos de biorremediacéo.
1.3 Pergunta Norteadora e Hipotese

Fungos filamentosos isolados de efluente téxtil possuem caracteristicas e
mecanismos que podem ser utilizados em processos de biorremediacdo de ambientes
contaminados com compostos téxicos e recalcitrantes?

Os fungos filamentosos isolados de efluente téxtil possuem caracteristicas

metabolicas que os tornam adaptados a presenca de compostos toxicos recalcitrantes

e 0s tornam aptos a transformar esses compostos em moléculas menos toxicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial biotecnolégico de fungos filamentosos isolados de uma
amostra coletada em uma estacdo de tratamento de efluente industrial téxtil, quanto a
capacidade de descoloragédo, tolerancia e degradacdo de compostos poluentes
ambientais como corante sintético, metais pesados e hidrocarbonetos, por enzimas
e/ou metabdlitos, no intuito de utiliza-los em processos de biorremediacao.

2.2 Especificos

e Selecao de fungos filamentosos potencialmente descolorantes/degradadores
do corante sintético Remazol Brilliant Blue R (RBBR);

e Avaliagcdo da producdo da enzima lacase com os isolados potencialmente
descolorantes/degradadores;

e Selecado de fungos filamentosos produtores de biossurfactantes e avaliacéo
de emulsificacéo;

e Avaliacdo da tolerancia frente a diferentes concentracbes de metais
pesados;

e Avaliacéo da tolerancia a hidrocarbonetos;

e Avaliacdo da degradacédo do HPA pireno.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reativacgéo dos isolados

Os 60 fungos filamentosos utilizados no presente trabalho foram coletados a
partir de uma amostra de estacdo de tratamento de efluente téxtil de uma industria
localizada na rodovia BR — 277, no municipio de Sdo Miguel do Iguagu — Parana/Brasil
(latitude 25° 20" 50" Sul e longitude 54° 14" 6~ Oeste) (BERNAL et al., 2020 In press),
no ambito do projeto: “Bioprospeccdo de residuos da Industria Téxtil: avaliagdo do
potencial biotecnoldgico para area ambiental e da saude”, coordenado pelo Prof. Dr.
Michel R. Z. Passarini, em desenvolvimento na Unila.

Os isolados estdo preservados, na forma de discos de micélio, em tubos de 2
mL em glicerol 20% a - 20°C no laboratorio de Biotecnologia Ambiental da
Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana — UNILA. Os discos foram
inoculados em placas de Petri com meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA: Infus&o
de batata 4 g L™, dextrose 20 g L™, agar 15 g L™) e incubados durante 21 dias a 28°C.

Os 26 isolados (Tabela 1) que obtiveram crescimento satisfatério foram
identificados por técnicas moleculares na Divisdo de Recursos Microbianos (DRM), do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
(CPQBA/UNICAMP) bem como por caracteristicas morfolégicas macro e microscopicas
(BERNAL et al., 2020 In press).

Tabela 1 - Isolados fungicos reativados.

Isolados Identificac&o
ITF 2 Penicillium sp.
ITF3 Penicillium sp.
ITF 4 Penicillium rubens
ITF8 Penicillium sp.
ITF9 Aspergillus sp.
ITF 10 Aspergillus sydowii
ITF 11 Penicillium sp.
ITF 12 Penicillium sp.
ITF 13 NI
ITF 14 Penicillium sp.
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ITF 20 NI

ITF 21 Penicillium sp.
ITF 22 Penicillium citrinum
ITF 27 Aspergillus sydowii
ITF 28 Penicillium sp.
ITF 29 Trichoderma harzianum
ITF 30 Aspergillus sydowii
ITF31 NI

ITF 33 Sarocladium sp.
ITF 34 Penicillium sp.
ITF 39 Penicillium sp.
ITF 40 Penicillium sp.
ITF 43 Penicillium sp.
ITF 44 NI

ITF 47 Aspergillus amoenus
ITF 60 NI

NI = ndo identificado

Fonte: o autor, 2020.

3.2 Avaliacéo da descoloracéao do corante RBBR

3.2.1. Teste preliminar em meio solido

A avaliacdo da descoloracao foi realizada com os 26 isolados (Tabela 1) de

acordo com DA SILVA et al., (2008), modificado. A partir dos isolados fungicos

reativados, um (01) disco de micélio fungico (0,5 cm de diametro) foi retirado da borda

da colbnia e transferido para placas de Petri contendo os meios: a) BDA adicionado do

corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR) na concentracédo de 500 mg L™; b) BDA

adicionado do corante RBBR na concentracdo de 1000 mg L™. As placas foram

incubadas durante 13 dias a 28°C, a fim de se testar a capacidade de descoloracao do

corante. Os organismos que apresentaram um halo de descoloracdo ao redor do

crescimento microbiano foram considerados como resultados positivos. Como controle

foram utilizados placas de Petri com meio BDA com adicdo de RBBR, isento de células,

e meio BDA com in6culo sem RBBR. Todos os ensaios foram conduzidos em duplicata.
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3.2.2 Teste em meio liquido

A descoloracdo do corante RBBR em meio de cultura liquido foi realizada com
0s 26 isolados (Tabela 1) de acordo com DA SILVA et al., (2008), modificado. A partir
dos isolados em meio sélido, trés discos de micélio fungico (0,5 cm de diametro) foram
retirados da borda da colonia e transferidos para frascos erlenmeyer contendo meio de
cultura Caldo Batata Dextrose (PDB: Infusdo de batata 4 g L™, dextrose 20 g L") com
adicdo de RBBR em concentracbes de 500 mg L™ e 1000 mg L™. Os erlenmeyers
foram incubados em estufa rotatéria durante 12 dias, sob agitacdo de 150 rpm a 28°C.

Amostras de 1 mL das culturas foram coletadas nos tempos 4, 8 e 12 dias de
incubacao, centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante diluido 10
vezes com agua destilada. A partir dessas diluicbes foi verificada a reducdo da
absorbancia em relacdo ao tempo zero, em espectrofotometro (BEL-1105) no
comprimento de onda de 580 nm (DA SILVA et al., 2008). A eficiéncia da descoloracéo

foi expressa através da formula:

A inicial = Axfinal
Descoloracédo (%) = x100
A inicial

A inicial = absorbancia inicial e A, fina = absorbancia final

Experimentos de controle foram conduzidos utilizando meio PDB, com
inéculo, isento de RBBR, e meio PDB isento de células com adicdo de RBBR. Todos os
ensaios foram conduzidos em duplicata. Os isolados que apresentaram 60% ou mais

de descoloracao foram avaliados quanto a capacidade de producéo da enzima lacase.

3.2.3 Avaliacao de adsorcdo do RBBR no micélio

Os isolados ITF 12 e ITF 47 foram avaliados quanto a adsorcdo do RBBR no
micélio, por apresentarem os melhores resultados nos ensaios de descoloracdo do
corante em meio sélido e liquido, respectivamente. A partir dos isolados em meio

sélido, trés discos de micélio fungico (0,5 cm de diametro) foram retirados da borda da
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colonia e transferidos para frascos Erlenmeyer contendo meio de cultura Caldo Batata
Dextrose (PDB: Infusdo de batata 4 g L™, dextrose 20 g L™) com adicdo de RBBR em
concentragdes de 500 mg L™. Os frascos foram incubados em estufa rotatéria durante
7 dias, sob agitacdo de 150 rpm a 28°C.

Amostras de 1 mL das culturas sacrificio foram coletadas nos tempos 3,5 e 7
dias de incubacéo, centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante diluido
10 vezes com agua destilada. A partir dessas diluicdes foi verificada a reducdo da
absorbancia em relacdo ao tempo zero, em espectrofotbmetro (BEL-1105) no
comprimento de onda de 580 nm (DA SILVA et al., 2008).

As culturas foram trituradas utilizando o sistema Ultra — Turrax® segundo
Passarini et al. (2011). As amostras permaneceram em repouso até separacao das
fases solidas - liquidas. Amostra da fase liquida foram coletas com auxilio de uma
micropipeta, centrifugada a 12.000 rpm por 2 minuto e o sobrenadante diluido 10 vezes
com agua destilada. A partir dessas dilui¢cdes foi verificada a reducéo da absorbancia
em espectrofotdmetro (BEL-1105) no comprimento de onda de 580 nm (DA SILVA et
al., 2008). A absorbéancia antes da trituracdo e apos trituracdo foram comparadas para
verificar a possibilidade de adsorcdo do corante RBBR no micélio. A fase solida foi
filtrada em sistema de bomba a vacuo, com auxilio de papel filtro previamente seco em
estufa de secagem por 24h e pesado. O material retido no papel filtro foi seco em
estufa de secagem por 24 horas e pesado novamente. Foram comparados 0s pesos

antes e depois do papel filtro.

3.3 Avaliacédo da atividade enzimatica de lacase

Os isolados que apresentaram 60% ou mais de descoloracdo foram cultivados
em placas de Petri com &gar extrato de malte 2% (MAZ2: extrato de malte 2 g 100 mL™
e agar 15 g L™) por 7 dias a 28 °C. Apds a incubacdo, um disco de micélio fungico
(0,5 cm de diametro) foi retirado da borda da colénia e transferido para frascos de
erlenmeyer de 50 mL contendo 30 mL do caldo extrato de malte a 2% (m/v) em
duplicata. Os frascos foram incubados durante 7 dias a 150 rpm e 28°C. As culturas
foram colhidas por filtracdo em gaze estéril e centrifugadas a 10.000 rpm durante

30 min. O sobrenadante (1.800 pL) foi usado como extrato enzimatico, adicionado a
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ele uma mistura de 900 pL de tampdo de acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 300 uL de
solugdo 2,2-azino-bis-etilbentiazolina (ABTS) 0,03%. A partir dessa mistura foi
verificada a absorbancia em espectrofotometro (BEL-1105) no comprimento de onda de
420 nm, em seguida, incubada por 10 minutos a 28 °C, e novamente verificada a
absorbancia no mesmo comprimento de onda.

A atividade da lacase foi determinada pela oxidacdo do 2,2-azino-bis-
etilbentiazolina (ABTS) de acordo com BUSWELL; CAIl; CHANG (1995), medida por
monitorizacdo do aumento da absorbancia. Uma unidade de atividade enziméatica foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para oxidar 1umol ABTS por minuto
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36000 M~ cm™ (E420= 3.6 x 10* yy .cm ™)
(BOURBONNAIS; PAICE, 1988)

(AA) (Vy) (10°

(®) (B) (Vs)

Quando:

U = Atividade da enzima (umol min™ L™?)

AA = Absorbancia final — Absorbancia inicial)
V= Volume total da reacdo (mL)

10° = fator de correcdo (umol moL™)

t = tempo da reacao (min)

E = coeficiente de extingdo molar (L moL™ cm™)

Vs = Volume da amostra

3.4 Avaliacédo da producao de biossurfactantes

3.4.1 Teste do colapso da gota

Os ensaios de capacidade de producdo de biossurfactantes foram avaliados
pelo teste de Colapso da Gota (BODOUR et al., 2003). Para isso os 26 isolados
(Tabela 1) foram cultivados em meio de cultura liquidos PDB a 28°C por 7 dias. As

amostras foram filtradas em gaze estéril, obtendo assim os extratos enzimaticos. Com
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0 objetivo de otimizar os experimentos, os mesmos foram miniaturizados utilizando
tampas das placas de 96 pocos (12.8 - 8.5-cm) (TPP®) pois, as mesmas apresentam
pocos circulares de 8 mm de diametro. Assim, para cada poc¢o da tampa, foi aplicada
uma camada fina de 6leo de motor automotivo (20W — 50 Lubrax BR Petrobras). As
tampas foram mantidas estéticas durante 24h a 25° C. Apés este periodo, aliquotas de
7 pL (~1 gota) de cada extrato microbiano foram adicionados no centro de cada pogo
que continha o 6leo de motor 20/50. O teste foi considerado negativo quando a gota
(sobrenadante), adicionada em cima do O6leo, permanecesse intacta, ou positivo,
guando a gota se espalhasse ou colapsasse. Os testes foram realizados em triplicatas.
O meio MA2 e PDB sem inéculo foi utilizado como controle negativo e uma solugéo de

Tween 2 % foi utilizada como controle positivo.
3.4.2 Teste de emulsificacdo (Teste Eyy)

O ensaio de producdo de emulsificacdo (Teste Ey4) consistiu na formacéao de
uma camada de emulsédo entre o extrato enzimatico e o 6leo comercial. As atividades
emulsificantes (E24) foram realizadas de acordo com os métodos descritos por Cooper
& Goldenberg (1987) e Fleck et al. (2000). Os isolados foram cultivados em MA2
(extrato de malte 13 g L™*; extrato de levedura 0.5 g L™!; peptona 5.5 g L™; &gar 20g L™),
durante 7 dias a 28°C. Apos o periodo de crescimento, um disco de micélio fungico (0,5
cm de diametro) foi retirado da borda da colénia e transferido para tubos de ensaio
contendo 15 mL do meio mineral de cultivo (extrato de levedura 5 g mL™; (NH4),SO, 1
g L™ NaHPO,4 6 g L' KHoPO4 3 g L™ NaCl 2.7 g L™ MgS0,4.7H20 0.6 g L™; 6leo de
soja 1 % v/v). Os tubos foram incubados por 7 dias a 28°C sob agitacdo de 150 rpm.
Apos sete dias de incubacdo, as culturas foram transferidas para microtubos de 2 mL e
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min, 4°C. Em seguida, 2 mL de cada extrato foi
transferido para tubos de rosca contendo 2 mL de 6leo diesel. Os tubos foram agitados
em voértex na maxima velocidade por 2 minutos. As medidas ocorreram apos 24 h. O
indice de emulsificacdo (E,s4) foi calculado pela medida da altura da camada de
emulsificacdo, dividido pela altura total da cultura, multiplicado por 10. O ensaio foi
realizado em triplicata, solucdo de Triton 2% foi utilizada como controle positivo e 0

meio mineral sem o inéculo foi utilizado como controle negativo.
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3.5 Avaliagédo de tolerancia a metais pesados

Os isolados foram avaliados quanto a tolerancia aos metais pesados Chumbo
(Pb), Cromo (Cr), Aluminio (Al), e Cobre (Cu) conforme OLADIPO et al. (2017),
modificado. As concentracdes de sais metélicos: 100 mg L™ de Pb(C,H30,)2.3H,0; 125
mg L™ de Cr(NOs)s; 500 mg L™ de AI(NO3)3; 125 mg L™* de Cu(CH3COO), foram
adicionadas ao meio PDB em tubos de ensaio separados, nos quais foram inoculados
os isolados. Os tubos foram incubados em estufa rotatéria por 7 dias a 28°C sob
agitacéo de 150 rpm.

Os isolados que obtiveram crescimento microbiano foram avaliados nas
concentracdes de 200 e 300 mg L* de Pb(C;H3z0,),.3H,0; 250 e 500 mg L™ de
Cr(NOs3)s; 200 e 350 mg L™ de AI(NO3)3; 250 e 500 mg L™ de Cu(CH3COO),
adicionados ao meio PDA em placas de Petri. Os isolados foram inoculados no centro
do meio de cultivo, e as placas foram incubadas em estufa a 28°C por 13 dias. O
crescimento radial do micélio foi monitorado e registrado a cada trés dias. O potencial
de tolerancia dos fungos aos metais pesados foi calculado em relacdo aos
crescimentos radiais controles (indculo microbiano sem adicdo de sal metalico). A

tolerancia foi avaliada através do calculo do indice de tolerancia pela formula:

indice de tolerancia = Crescimento radial (cm) meio + metal

Crescimento radial (cm) sem metal

Os isolados foram classificados em muito pouco tolerante (0,00 — 0,039 cm),
pouco tolerante (0,040 — 0,059 cm), tolerancia média (0,060 — 0,079 cm), tolerancia alta
(0,080 — 0,099 cm) e tolerancia muito alta (0,100 - 0,100 cm).

3.6 Avaliacédo da tolerancia a hidrocarbonetos

Os isolados fungicos (Tabela 1) foram avaliados quanto a tolerancia aos
hidrocarbonetos benzeno, tolueno, hexano e xileno, de acordo com RIBEIRO et al.,
(2016), modificado. Os hidrocarbonetos foram incorporados ao meio de cultura Meio

Minimo (MM) (0,2 g L™ de sulfato de magnésio (MgSO,), 0,02 g L™ de cloreto de célcio
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(CaCly), 0,7 g L™ de fosfato potassico monobasico (KH.PO,), 0,7 g L™ de fosfato
potassico dibasico (KH,PO,), 0,5 g L™ de sulfato de amdnio (NH,),SO4, 0,5 g L™ de
nitrato de sédio (NaNO3) em tubos de ensaio nas proporc¢des de 1,5 mL de MM e 500
microlitros de cada hidrocarboneto, separadamente. Nesses tubos foram inoculados os
isolados fungicos e incubados em estufa rotatoria a 28°C sob agitacao de 150 rpm, por
7 dias. O experimento foi conduzido em triplicata. Para o controle os isolados foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 500 microlitros de meio de cultura Potato
Dextrose Broth (PDB) (Dextrose 20 g L™, Infusdo a partir de batatas (200 g) 4 g L™
estéril e 1,5 mL de MM. Foram considerados tolerantes os isolados que apresentaram

crescimento microbiano.

3.7 Avaliacéo da degradacéo do hidrocarboneto pireno

3.7.1 Preparacao e condi¢céo da cultura

Os isolado ITF 12 e ITF 47 foram cultivado em Agar Saboraud Dextrose (SDA)
(hidrolisado pancreatico de caseina 5,0 g L™, hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 g
L™, dextrose 40,0 g L™ e &gar 16,0 g L™) por 7 dias a 28°C. Apds a incubacéo, 3 discos
de micélio fungico (0,5 cm de diametro) foram retirados da borda da colénia e
transferidos para erlermeyer contendo 30 mL de Caldo Saboraud Dextrose (SDB)
(digestdo enzimatica de caseina 5 g L™, digestdo enzimatica de tecido animal 5 g L™,
dextrose 20 g L™). O erlermeyer foi incubado em estufa rotatéria a 28°C sob agitacéo
de 150 rpm por 48h. Em seguida foram adicionados 2 mg de pireno (dissolvido em 0,5
mL de dimetilsulfoxido, analiticamente) e incubados novamente a 28°C sob agitacédo de
150 rpm, durante 5 e 10 dias no escuro. O experimento foi realizado em triplicata. O
controle (in6culo sem pireno) foi incubado seguindo as mesmas condi¢des das culturas
com pireno. Outro frasco (tempo zero) contendo o meio SDB, os discos de micélio e
pireno néo foram incubados, e seguiram para o procedimento de extracdo (PASSARINI
etal., 2011).
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3.7.2 Preparagéo da amostra (Extragéo do Hidrocarboneto)

A extracdo do hidrocarboneto e seus produtos de degradacdo em meio de
cultivo foram realizados usando um sistema de trituracdo Ultra—Turrax® , segundo
PASSARINI et al., (2011). Foram adicionados aos frascos, 50 mL de acetato de etila
(P.A.), com objetivo de romper as paredes celulares dos fungos e remover o0s
compostos adsorvidos. Em seguida, os frascos foram submetidos a desintegracao
celular no triturador a 12.000 rpm por 1 minuto. O material permaneceu em repouso por
5 minutos para separacdo da fase organica. A fase ndo organica (constituinte de
micélio) foi extraida com mais 50 mL de acetato de etila por mais duas vezes. A fase
organica foi adicionado 2 g de Na,SO, anidro para desidratacdo da amostra, que
passou por agitacéo e filtragem em papel filtro e algodao. Esse material permaneceu
em capela de exaustdo de gases num periodo de 24 a 48h até completa secagem. Em
seguida, o residuo formado foi ressuspenso em 2 mL de acetato de etila (grau HPLC).
A partir dessa solucédo, 50 pL foram dispensados em baldo volumétrico de 50 mL e o
volume foi completado com acetato de etila (grau HPLC). Essa solucao foi submetida a

analises em GC-MS.

3.7.3 Analise cromatografica do pireno em GC-MS

A analise cromatografica foi realizada usando um equipado com um sistema
automatico de amostragem TriPlus RSH e analisador de massa ISQ Single Quadrupole
MS, todos da ThermoScientific. Os compostos foram separados em uma coluna capilar
TR-5MS (5% de difenil-95% de dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm I.D. x 0,25 um),
ThermoScientific. A temperatura do injetor foi fixada em 290°C e as amostras foram
injetadas (2 uL) no modo split. A temperatura do forno da coluna aumentou de 180°C (1
min) para 310°C a 5°C min*, mantida por 10 min. O hélio foi utilizado como gas de
arraste com fluxo constante de 1 mL min™.

A fonte de ions foi mantida a 300°C e a temperatura da linha de transferéncia
MS foi ajustada em 280°C, e um modo de monitoramento de varredura completo (m/z
30-320) foi definido. O processamento dos dados foi realizado no software
ThermoXcalibur, versdo 2.2 (Thermo Scientific). A identificacdo foi baseada na

comparacao do tempo de retencdo com o padréo de pireno (SIGMA-ALDRICH) e na
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Biblioteca Nist.

As amostras também foram analisadas no modo de monitoramento seletivo de
ions (SIM). A identificacdo dos metabdlitos foi realizada através da identificacdo dos
ions pela confirmacdo dos compostos formados, comparando com 0s espectros de
massas descritos na literatura: hidroxipireno (identificacdo = 218 confirmagédo = 189,
94), dihidroxipireno (identificagdo = 234, confirmagdo = 205, 176), pireno quinona
(identificacdo = 232, confirmacdo = 204, 176, 88), pireno dihidrodiol (identificagcdo =
236, confirmacgao = 218, 189, 176, 94) e pirenilsulfato (identificacdo = 297, confirmacao
= 217) (MAGRINI, 2012).

50



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fungos filamentosos

Dos 60 fungos filamentosos que estavam preservados a -20°C, apenas 26
isolados apresentaram crescimento microbiano satisfatorio no meio de cultivo. Acredita-
se gque a temperatura (-20 °C) e o tempo de permanéncia nesta temperatura (cerca de
3 anos) de conservacdo em que os isolados foram submetidos, possivelmente possa
ter reduzido a viabilidade dos mesmos, os quais podem ter sofrido injurias metabdlicas
ao longo do processo (Batista et al. 2018) . Os 26 isolados que obtiveram sucesso na
reativacdo foram avaliados quanto ao potencial biotecnoldgico.

4.2 Avaliacédo da descoloracdo do corante RBBR (ensaios em meio solido e
liquido)

Os ensaios de descoloracdo do corante RBBR em meio sdélido mostraram o
crescimento microbiano de todos os isolados fungicos (26), os quais foram semeados
nos meios com o corante nas concentracdes de 500 mg L™ e 1000 mg L. Destes,
somente trés isolados foram capazes de descolorir 0 meio de cultivo na concentracao
de 500 mg L™* em meio sélido (Tabela 1), resultado positivo observado através da
formacdo de um halo de descoloracdo ao redor das coldnias de crescimento
microbiano (Figura 12). O isolado ITF 12 (Penicillum sp.) apresentou o maior halo de
descoloracao do corante no meio de cultivo (0,8 cm) apos 7 dias de incubacéo (Tabela
1).

Tabela 2 - Ensaio de descoloracdo do corante RBBR 500 mg L-1 em meio solido.

Halo de descoloracéo do RBBR (cm) — 500 mg L™

Isolados Tempo de incubacao (dias)
3 5 7
Penicillum sp. ITF 12 0,3 0,5 0,8
Aspergillus citrinum ITF22 | - 0,1 0,1
Aspergillus sydowii ITF30 | - 0,1 0,1

Fonte: o autor, 2020.
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Figura 11 — Halo de descoloracdo ao redor das
colbnias de crescimento microbiano do isolado ITF 12
em meio PDA com corante RBBR a 500 mg L™ apés
7 dias de incubagéo a 28°C.

Fonte: o autor, 2020.

Os resultados dos ensaios de descoloracdo do corante em meio liquido mostra-
ram que 18 isolados foram capazes de descolorir o corante RBBR na concentracéo de
500 mg L™ (Anexo 1). O melhor resultado foi observado a partir do crescimento no iso-
lado Aspergillus amoenus ITF 47, com mais de 80% de descoloracdo do meio de culti-
vo (Figura 13), seguidos dos isolados Aspergillus sydowii ITF 27 com mais de 70% de
descoloracao e dos isolados ITF 3, ITF 4, ITF 10, ITF 31 e ITF 33 que descoloriram

mais de 60% do corante apos 12 dias de incubacéo.
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Figura 12 — Porcentagem de descoloracdo do corante RBBR (500 mg L™) pelos isolados fingicos em
meio liquido.
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Fonte: o autor, 2020.

Os ensaios de descoloracdo do corante na concentracdo de 1000 mg L™,
mostraram que 13 isolados foram capazes de descolorir o corante (Anexo 1), sendo o
melhor resultado de descoloracdo mostrado pelo isolado Sarocladium sp. ITF 33, com
45% de reducao do corante (Figura 14), seguido do isolado Aspergillus sydowii ITF 10
gue descoloriu mais de 40% do corante e dos isolados ITF 3, ITF 4 e ITF 47 que

descoloriram mais de 30% do corante.
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Figura 13 — Porcentagem de descoloracao do corante RBBR (1000 mg L-1) pelos isolados fungicos em
meio liquido.
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Fonte: o autor, 2020.

Comparando as duas concentracdes de corante testadas (500 mg L™ e 1000
mg L) nas figuras 13 e 14 observamos que os isolados foram mais eficientes nos
processos de descoloracdo na concentracdo mais baixa, de 500 mg L™ atingindo 80%
de descoloracdo pelo isolado Aspergillus amoenus ITF 47, comparando com a
concentracdo de 1000 mg L™ onde a melhor porcentagem foi de 45%, pelo isolado
Sarocladium sp.ITF 33.

Os dados obtidos nos ensaios de descoloracdo em meio liquido mostraram que
a disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo liquido e a agitacdo podem ter
favorecido a atuacéo dos isolados na descoloracdo do corante. O mesmo foi observado
por Pereira et al. (2010) que testaram a descoloracdo dos corantes téxteis Remazol
Brilliant Blue R (RBBR), Reactive Yellow 145 e Reactive Red 195, pela espécie
Geothricum candidum isolada de um tanque de aeracéo de indastria téxtil, comparando
com espécies de fungos com capacidade degradativa conhecida, Lentinula edodes e
Paraconiothyrium estuarinum. No estudo, em condi¢des de incubacdo com agitacdo do
meio de cultivo liquido, os fungos apresentaram melhor capacidade de descoloracdo
dos corantes presentes nas amostras, comparando com os ensaios realizados em meio

sélido de cultivo.
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Salar et al. (2012), realizaram um estudo com trés linhagens de Aspergillus
spp. incluindo A. terreus, A. flavus e A. niger, isolados de um efluente téxtil em Panipat,
na India. Os isolados foram submetidos a ensaios de descoloracdo dos corantes
Reactive Blue MR, Orange M2R e Yellow M4G. Os autores demonstraram a
capacidade adaptativa de fungos isolados de ambientes téxteis na descoloracéo de
corantes sintéticos.

Rani et al., (2014) também verificaram uma melhor descoloragdo dos corantes
Verde malaquita, Nigrosina e Fucsina basica em meio de cultura sob agitacdo do que
em meio solido, em experimentos com as espécies de Phanerochaete chrysosporium e
Aspergillus niger, isolados de solo contaminado com corantes. Os autores concluiram
qgue a agitacdo melhorou a oxigenacdo do fungo e manteve as células microbianas em
contato regular com as enzimas secretadas em resposta ao corante, melhoram a
absorcao e a adsorcao.

Como pode ser observado na tabela 1 e nas figuras 13 e 14, os géneros
Penicillium e Aspergillus apresentaram os melhores desempenhos na descoloragéo do
corante RBBR. Resultados similares foram encontrados por Da Silva et al. (2008), que
avaliaram a capacidade de descoloracdo do corante RBBR por fungos isolados de
cnidarios marinhos. Neste estudo, os autores mostraram que as espécies P. citrinum e
A. sulphureus foram capazes de descolorir 100% e 98% do corante, respectivamente.

Muitas s80 as pesquisas por microrganismos que sejam capazes de
degradar/descolorir corantes téxteis. Entretando, a maioria dos trabalhos, enfatizam o
isolamento de células microbianas em amostras de solos contaminados (Da Silva et al.,
2008). Por outro lado, outras fontes véem sendo investigadas na intencédo de encontrar
microrganismos adaptados a ambientes contaminados (Passarini et al., 2011) e,
trabalhos utilizando microrganismos isolados de efluentes (SALAR et al. 2012). Os
fungos apresentam a capacidade de adaptar seu metabolismo frente a mudancas nas
condi¢ces ambientais incluindo temperatura, pH e fontes de nutrientes, entre elas,
compostos toxicos. Essa capacidade é vital para a sobrevivéncia microbiana sendo
gue, enzimas intra e extracelulares, favorecem a adaptacdo do metabolismo
microbiano nestes ambientes. Essas enzimas podem degradar uma grande diversidade
de corantes presentes nas aguas residuais téxteis. Desta forma, fungos filamentosos

recuperados de amostras de estacfes de tratamento de industria téxtil, podem ser

55



considerados fontes promissoras na obtenc&o de enzimas com potencial aplicagcdo em
processos de descoloragao de corantes téxteis (HOLKAR et al., 2016).

Os resultados demonstraram o potencial de fungos filamentosos isolados de
amostras de efluentes téxteis e seu potencial em descolorir o corante RBBR, 0s quais
podem ser utilizados em estudos de biorremediacdo de ambientes contaminados com

corantes sintéticos.

4.2.1 Avaliacédo de adsor¢édo do RBBR no micélio

Os isolados ITF 12 (Penicillum sp.) e ITF 47 (Aspergillus amoenus) foram
avaliados quanto a capacidade adsortiva do corante pelo micélio pois, Apds sete dias
de crescimento, ITF 12 foi capaz de descolorir cerca de 20% do corante, entretanto
apos trituracdo do miceélio, a porcentagem de descoloracdo reduziu para menos que
10%. O isolado ITF 47, com sete dias de crescimento, obteve uma descoloracao do
corante de quase 40% no entanto, apoés trituracdo do micélio, a porcentagem reduziu
para 30% (Figura 15). Com os valores de porcentagem de descoloracdo menores apos
a trituracdo do micélio no meio fermentativo (ap0s sete dias de cultivo), foi possivel
observar que os isolados foram capazes de descolorir uma quantidade do corante
relativamente consideravel (cerca de 10% e 30%, para o isolado ITF 12 e 47,
respectivamente), entretanto, os respectivos isolados adsorveram cerca de 10% do

corante em seus micélios vegetativos.
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Figura 14 — Comparacao de descoloragdo do corante RBBR (500 mg L-1) antes e ap0s trituragcao do
micélio.
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Através do peso seco foi possivel observar que o corante (500 mg L™) ndo
influenciou o crescimento celular dos microrganismos, pois durante o periodo de
crescimento houve aumento da biomassa microbiana (Figura 16).

Figura 15 — Biomassa fungica durante o periodo de incubagdo de 7 dias na
presenca de 500 mg L™ do corante RBBR.
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Cruz et al. (2019) avaliaram a biomassa fungica em relacdo a descoloracao do
corante téxtil 78GR Turquesa, do fungo Aspergillus sp. Os autores obsevaram que o
aumento da biomassa favoreceu o0 processo de descoloracdo, pois obtiveram
resultados de descoloragcédo de 69, 92 e 98% quando a biomassa microbiana atingiu
quantidades de 1, 4 e 8 g L™, respectivamente. Os autores concluiram que o género
Aspergillus é um potencial microrganismo a ser empregado no tratamento de areas
contaminadas por corantes téxteis, de forma barata, rapida e eficiente.

Ning et al. (2018) avaliaram a eficiéncia de descoloragdo de uma linhagem de
Aspergillus flavus contra diversos corantes téxteis, incluindo o RBBR, bem como a
capacidade biossortiva desse microrganismo. O isolado foi capaz de adsorver altas
concentracdes de corante (cerca de 1000 mg L), e de biodegradar concentracdes
acima de 500 mg L™. Os autores observaram que a biossorcdo e a biodegradacéo
trabalham juntas para remover os pigmentos e concluiram que o Aspergillus flavus
possui forte adaptabilidade a diferentes tipos de corante e condicbes ambientais e
pode, portanto, ser potencialmente usado em processos biologicos de tratamento de

aguas residuais contendo corantes.
4.3 Avaliacao da producédo da enzima lacase

Os ensaios de atividade da enzima lacase foram realizados com os isolados
gue apresentaram as melhores porcentagens de descoloracdo do corante RBBR. A
Figura 17 demonstra os sete isolados que apresentaram atividade para essa enzima. A
melhor atividade foi apresentada pelo isolado ITF 10 Aspergillus sydowii com 0,0064
UL™. Este isolado foi capaz de descolorir mais de 60% e 40% do corante nas
concentracdes de 500 e 1000 mg L™, respectivamente. O sistema enzimatico flngico é
conhecido por abrigar uma ampla gama de enzimas Oxido-redutases, tais como a
lacase, peroxidases, NADP-redutase e tirosinase, que sdo capazes de oxidar uma
grande variedade de corantes estruturalmente diferentes devido ao seu caractér nao-
especifico e diversificado (SILVA, 2017b).
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Figura 16 — Atividade enzimética da enzima lacase.
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Fonte: o autor, 2020.

Segundo Orzechowski et al. (2018), o0 sucesso em processos de descoloracao
por fungos se deve a presenca da enzima lacase no meio fermentativo, estando sua
capacidade de descoloracdo relacionada a similaridade das estruturas quimicas do
corante e do substrato natural da enzima, permitindo assim, a destruicdo dos
grupamentos cromoforos do corante. Entretanto a baixa atividade desta enzima para 0s
isolados testados indica que, além da lacase, outras enzimas intracelulares e/ou
extracelulares, ndo testadas, podem estar agindo na descoloracdo do corante, ou ainda
processos de biossor¢cdo podem estar ocorrendo para a remocao do RBBR do meio de
cultivo. Essas possibilidades podem estar acontecendo com Aspergillus amoenus ITF
47, o qual descoloriu o corante RBBR em meio liquido nas duas concentracdes
avaliadas (500 e 1000 mg L™) bem como apresentou 10% de adsorcéo do corante ao
micélio fungico.

A capacidade de biossorcdo de um microrganismo € atribuida aos componentes
heteropolissacarideos e lipidicos da parede celular, que contém diferentes grupos
funcionais, incluindo grupos amino, carboxil, hidroxil, fosfato e outros grupos
carregados, causando fortes forcas de atracdo entre o corante azo e a parede celular
(ORZECHOWSKI et al., 2018).
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Machado et al. (2005) avaliaram a atividade ligninolitica e descolorante de RBBR
de 125 fungos basidiomicetos isolados de ecossistemas tropicais. Os autores
detectaram diferentes padrées de enzimas ligninoliticas. Todos os fungos mostraram
atividade de peroxidases, entretanto, cinco isolados foram incapazes de descolorir o
RBBR. Diferentes padrées das enzimas lignoliticas, peroxidase dependente de
manganés (MnP) e lacase foram detectados em 12 desses extratos fungicos, porém
todos mostraram atividade de lacase. Altos niveis de atividades de peroxidases e
lacases ndo mostraram relacdo com significativa descoloracdo do RBBR.

Jin; Ning (2013) testaram o fungo Aspergillus fumigatus na degradacéo de varios
corantes sintéticos entre eles Blue X-GRL, Cationic Yellow 28, Reactive Yellow 17,
Reactive Brilliant Red K-2BP, Reactive Red 120, Reactive Green 19A, Direct Red 28,
Direct Yelow 12, Acid Yellow 17 e Disperse Yellow 211. Os autores avaliaram a
capacidade de descoloracdo e degradacdo dos corantes a enzima lacase, em
tratamentos de 12 horas. Os resultados mostraram que a atividade da lacase atingiu
142,198 + 3586 U L™ e que o extrato de A. fumigatus exibiu capacidade significativa de
descoloracdo em todos os corantes estudados, além da transformacdo dos corantes
em metabolitos ndo toxicos, conclusédo adquirida por testes de fitotoxicidade realizados
com Phaseolus Mungo. No entanto, valores mais baixos referentes a producéo de
lacase como os encontrados em nosso estudo (atingindo valores proximos a 0,007 UL
1y foram reportados na literatura como no trabalho realizado por Singha A. et al. (2010),
onde foi demonstrado a producdo da enzima lacase (0,0029 U L™) pelo fungo
Aspergillus heteromorphus, isolado de lavagem de destilaria, quando a linhagem foi
cultivada em bagaco de cana.

Estudos utilizando fungos filamentosos isolados de amostras industriais,
principalmente de efluentes téxteis, ainda sdo raros, o que demonstra a importancia na
busca por células microbianas recuperadas destes ambientes. Entretanto, fungos
filamentosos recuperados de aguas residuais téxteis, capazes de produzir enzimas
hidroliticas, incluindo a lacase, vém se tornando ferramentas aplicaveis em estudos de
biorremediacao (Bernal et al. 2020). Os resultados mostraram o potencial dos isolados
avaliados no presente estudo em produzir a enzima lacase, 0s quais podem ser
aplicados em ensaios de biorremediacdo de ambientes contaminados com compostos

toxicos similares a lignina.
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4.4 Avaliacéo da producéo de biossurfactantes

Os 26 isolados fungicos foram submetidos aos ensaios de producdo de
biossurfactantes através do teste de colapso de gota. Entretanto, nenhum isolado
avalido foi capaz de produzir algum composto com atividade biossurfactante, ou seja,
ndo apresentaram a caracteristica de colapsar a gota de 6leo, quando o extrato
microbiano foi adicionado em cima do 6leo (Figura 18).

Figura 17 — Teste Colapso de gota. A) controle positivo (detalhe em verde); B) resultado negativo
(detalhe em vermelho).

—— -

onte: 0 autor, 202.

Entretanto, mesmo ndo sendo putativos produtores de moléculas
biossurfactantes, todos os isolados foram submetidos a avaliacdo da producao de
emulsificacdo (Teste E,4). Da mesma forma, nenhum isolado apresentou a formacgéo
de uma camada de emulsificante entre o extrato microbiano e os reagentes utilizados

no ensaio (Figura 19).
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Figura 18 — Teste E24. A) controle positivo (tubo 1, mostrando uma camada de emulsificagéo);
controle negativo (tubo 2); resultado negativo (tubos 3 e 4); B) resultados negativos.

Fonte: o autor, 2020.

Segundo Pereira; Duvoisin Jr; Albuquerque (2017) a obtencdo de
biossurfactantes por fungos é pouco descrita, sendo a grande maioria dos estudos
voltados para tensoativos produzidos por bactérias. Carla et al. (2018) também
afirmaram que espécies bacterianas sdo bem mais exploradas em comparacdo com
espécies fungicas como agentes biossurfactantes. Entretanto, Silva et al. (2014)
isolaram o fungo Cunninghamella echinulata de amostras de solo da Caatinga, o qual
foi capaz de produzir biossurfactante. Testes de tensdo superficial e indice de
atividade emulsificante demonstraram que o isolado foi capaz de reduzir a tenséo
superficial de 72 para 36 mN/N e obteve um indice de emulsificacdo de 80%.

Mendez-Castilho, Prieto-Correa, Jimenez-Junca (2017) identificaram 33 linha-
gens de fungos filamentosos isolados de rachis de banana com potencial para a produ-
cao de biossurfactantes. Nesse estudo, trés linhagens pertencentes aos géneros Fusa-
rium, Penicillium e Trichoderma apresentaram atividade na reducdo da tensao superfi-
cial. Morganna et al., 2017 avaliou a producado de biossurfactantes produzidos por fun-
gos filamentosos isolados da Caatinga brasileira, através de testes de emulsificacéo.
60% apresentaram indices de emulsificacdo, destacando-se o género Aspergillus sp.
avaliados em condicdes extremas de temperatura, pH e concentracdo de sal. Os auto-
res concluiram que esses fungos demonstraram potencial para produzir biossurfactan-

te.
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Desta forma, podemos dizer que nossos isolados nao séo considerados produ-
tores de moléculas biossurfactantes. Entretanto, mais isolados poderiam ser triados
guanto a producao destes compostos, tendo em vista a reativacdo de apenas 26 amos-

tras submetidas aos ensaios.

4.5 Avaliagéo de tolerancia a metais pesados

Todos os 26 fungos foram avaliados quanto a tolerancia (crescimento microbi-
ano no meio de cultivo liquido) aos metais pesados Aluminio, Cobre, Cromo e Chumbo.
Dentre eles, vinte e trés isolados foram capazes de crescer nos meios contendo Cromo
e Chumbo. Apenas um isolado (ITF 47) ndo cresceu na presenca do cobre. Seis isola-
dos (ITF 2, ITF 20, ITF 21, ITF 29, ITF31 e ITF 43) apresentaram tolerancia a todos os
metais testados (Tabela 2). O metal aluminio foi o0 mais toxico para a grande maioria

dos isolados.

Tabela 3 — Tolerancia a metais pesados observada pelo crescimento microbiano em meio liquido.

Tolerancia a metais

Isolados Aluminio_l Cobre 1 Cromo -1 Chumbo»l Identificacdo
500 mg L 125 mg L 125mg L 100 mg L

ITF 2 + + + + Penicillium sp.
ITF 3 - + + + Penicillium sp.
ITF 4 - + + + Penicillium rubens
ITF 8 - + + + Penicillium sp.
ITF9 - + + + Aspergillus sp.
ITF 10 - + + + Aspergillus sydowii
ITF 11 - + + + Penicillium sp.
ITF 12 - + + + Penicillium sp.
ITF 14 - + + + Penicillium sp.
ITF 20 + + + + NI
ITF 21 + + + + Penicillium sp.
ITF 22 - + + + Penicillium citrinum
ITF 27 - + + + Aspergillus sydowii
ITF 29 + + + + Trichoderma harzianum
ITF 30 - + + + Aspergillus sydowii
ITF31 + + + + NI
ITF 34 - + + + Penicillium sp.
ITF 39 - + + + Penicillium sp.
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ITF 40 - + + Penicillium sp.
ITF 43 + + + Penicillium sp.
ITF 44 - + + NI

ITF 47 - - + + Aspergillus amoenus
ITF 60 - + + + NI

Fonte: o autor, 2020.

Alguns metais sdo essenciais para o metabolismo dos fungos, no entanto, séo
toxicos quando presentes em excesso. Os niveis de toxicidade de cada metal variam
de acordo com a espécie de microrganismo, especiacdo do metal e pH. Esses niveis
podem inibir o crescimento de fungos, além de causar mudancas morfoldgicas e fisio-
l6gicas e afetar a reproducédo, portanto, podem reduzir o nimero, a diversidade e sele-
cionar populacdes microbianas resistentes ou tolerantes. Como o crescimento do mi-
crorganismo reflete o metabolismo celular, este tem sido usado como um indicador
chave da toxicidade de metais pesados para os microrganismos (VALE et al., 2011).

Apos andlise da tolerancia dos isolados aos metais, os considerados toleran-
tes (que cresceram na presenca dos metais), foram avaliados em ensaios de cresci-
mento radial do micélio em meio de cultivo solido, contendo os mesmos metais pesa-
dos em concentracfes maiores (com excecdo do metal aluminio, que apresentou uma
maior toxicidade aos isolados testados assim, as concentracfes foram reduzidas). A-
través deste ensaio, foi possivel avaliar o indice de tolerancia aos metais (Tabela 3).

Os resultados encontrados indicaram uma alta tolerancia (com indice de tole-
rancia entre 0,080 a 0,099 cm) aos metais pela maioria dos fungos testados, sendo os
isolados ITF 2, ITF 4, ITF 12, e ITF 20 os que apresentaram o indice de tolerancia em
todas as concentracbes de metais avaliadas no meio de cultivo sélido. Destaca-seo
isolado ITF 20 (ndo identificado), com tolerancia a todos os metais em todas as con-
centracdes testadas em meio liquido e sdlido (Tabela 2 e 3), seguido do isolado ITF 12
Penicillium sp., que apresentou altos indices de tolerancia, (entre 0,88 a 1,82 cm) nas

concentracfes de metais pesados avaliadas (Tabela 3).
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Tabela 4 — indice de tolerancia a metais pesados apos incubacdo de 13 dias, medidas avaliadas através

do crescimento radial do micélio (cm).

indice de tolerancia a metais (cm)

Isolados Cobrg Chumplo Alumiqlio Cromo
(mgL™) (mgL™) (mg L") (mg L")
250 500 200 300 200 350 250 500
ITF 2 0,93 0,90 0,76 0,83 0,86 0,83 0,95 0,86
Penicillium sp. ’ ' ' ' , ' , ,
ITF3
Penicillium sp. 0,85 0,61 0,70 0,79 - 0,70 0,76
ITF 4
Penicillium rubens 0,90 0.45 0,81 0,81 097 087 074 0,81
ITF8
Penicillium sp. 075 084 -- 066 0,78
ITF 9 1,09 0,52 1,00 0,96 - - 0,74 0.96
Aspergillus sp. ' ' ' J , )
ITF 10
Aspergillus sydowii 0,95 0,62 0,90 0,95 0,67 1,24
ITF 11
Penicillium sp. 107 067 093 096 - — 074 0,96
ITF 12 1,06 1,06 0,88 1,29 1,82 1,59 0,88 0,94
Penicillium sp. ’ ' ' ' , ' , ,
ITF 14
Penicillium sp. 087 063 ~ 060 087
ITF 20
NI 0,84 0,76 0,74 0,72 0,76 0,72 0,76 0,68
ITF 21
Penicillium sp. 0,96 0.71 084 0,76 087 0,78
ITF 22
Penicillium citrinum 095 119 - — 095 1,33
ITF 27
Aspergillus sydowii 0.92 1,04 0,92 1,00 0,81 1,12
ITF 29
Trichoderma harzianum 9% 1,10 0,95 1,00 0,20
ITF 30
Aspergillus sydowii 125 156
IT,E?:L - --- 1,10 0,71 - m= 0,82 0,67
ITF 34
Penicillium sp. 097 100 107 053 100 087
ITF 39
Penicillium sp. 0.87 0.71 0,81 0,90 0,65 0,84
ITF 40
Penicillium sp. 1,00 0.75 0,93 1,00 0,79 0,86
ITF 43
Penicillium sp. 100 083 088 076 083 080
ITE|44 0,90 0,58 0,81 0,84 - - 0,74 0,84
ITF 47
Aspergillus amoenus - - - - 1,33 160 0,67 1,47
ITEFO 0,82 0,56 0,76 0,91 -

NI = ndo identificado.
Fonte: o autor, 2020.
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Podemos observar que o género Penicillium, foi o grupo de organismo (n=13)
gue foi capaz de tolerar quase todos os metais pesados analisados, demonstrando as-
sim seu potencial uso como agente biorremediador de metais pesados. Estudos vém
enfatizando o uso do mesmo género bem como outros, potencialmente utilizados como
agentes tolerantes a presenca de metais pesados (ISKANDAR et al. 2011; MOHAM-
MADIAN et al. 2017). No trabalho realizado por Faryal, Ahmed e Hameed (2006), os
autores isolaram fungos filamentosos tolerantes a metais pesados, entre eles, espécies
de Penicillium spp, de amostras coletadas em fabricas téxteis, no Paquistao.

Mufox-Silva et al. (2019) estudaram o grau de toler&ncia a metais pesados de
fungos isolados do solo com mineracao, a fim de conhecer seu potencial para aplica-
¢Oes em trabalhos de biorremediacédo. Dos 23 fungos isolados, os géneros Penicillium
e Fusarium obtiveram os melhores indices de tolerancia aos metais chumbo (Pb), zinco
(Zn), niquel (Ni), e cromo (Cr). Os autores concluiram que os isolados podem ser Uteis
para o desenvolvimento de processos de biorremediacdo. IRAM et al. (2013) triaram
amostras de solo de areas agricolas periurbanas em Hudiara - Paquistdo e identifica-
ram fungos tolerantes a metais pesados. Os resultados revelaram que a maioria dos
isolados foram resistentes ao Pb e Cr. Entre as linhagens analisadas, o género Asper-
gillus destacou-se com concentracdes minimas inibitérias de 600 mg L™ de Pb e 400
mg L™ de Cr.

Acosta-Rodriguez et al. (2018) estudaram a capacidade de resisténcia e remo-
cao de metais pesados pelo fungo Aspergillus niger, o qual cresceu em meios de cultu-
ra com a presenca de zinco, chumbo e mercurio na concentragéo de 2000 mg L™, ar-
sénico & 1200 L, flior e cobalto a 800 L™ e cadmio a 400 L™. Iram e Nasir (2012) tes-
taram linhagens de fungos isolados de solo contaminado por esgotos e efluentes indus-
triais, os quais continham metais pesados e produtos quimicos toxicos, com objetivo de
avaliar o potencial de tolerancia aos metais chumbo e cromo. Entre as linhagens testa-
das, Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Fusarium sp., apresentaram tolerancia aos
metais. Os autores concluiram que as linhagens tolerantes aos metais séo potencial-
mente Gteis em processos de biorremediacéo de solo contaminado com estes metais.

Os resultados de tolerancia mostram a importancia e o potencial adaptativo de

fungos filamentosos recuperados de efluentes téxteis os quais podem ser utilizados em
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estudos de tolerancia e/ou degradagéo de ambientes contaminados com metais pesa-

dos.

4.6 Avaliacéo datolerancia a hidrocarbonetos

Os 26 fungos filamentosos foram submetidos a ensaios de tolerancia (cresci-
mento microbiano em meio liquido) aos hidrocarbonetos hexano, tolueno, benzeno e
xileno em meio de cultura contendo 25% de cada hidrocarboneto, separadamente. Os
resultados mostraram que sete isolados apresentaram tolerancia aos respectivos com-
postos (Tabela 4) destacando-se os isolados ITF 12 (Penicillium sp.) e o ITF 20 que
toleraram a maioria do hidrocarbonetos testados. Nenhum dos isolados foram toleran-
tes ao hidrocarboneto xileno.

Tabela 5 — Isolados fungicos tolerantes a hidrocarbonetos.

Tolerantes a hidrocarbonetos (25%)

Isolados Hexano Tolueno Benzeno Xileno Identificacdo
ITF8 e X Penicillium sp.
ITF 12 X X X e Penicillium sp.
ITF 20 X X e NI
ITF21 O Penicillium sp.
ITF 34 X e e Penicillium sp.
ITF 43 D Penicillium sp.
ITF 60 X e e e NI

NI = nao identificado.
Fonte: o autor, 2020.

Podemos verificar que todos os isolados tolerantes aos hidrocarbonetos sao
representantes do género Penicillium. O género Penicillium pode estar presente em
diferentes habitats com condi¢des desfavoraveis ao desenvolvimento microbiano como
altas concentracdes de pH, salinidade, temperatura e baixa disponibilidade de
nutrientes (NARAIAN, GAUTAM, 2018). O fato de ser um organismo que produz muitos
esporos pode ser o0 motivo para a alta tolerancia desse género demonstrada no
presente estudo. Espécies de Penicillium isoladas de ambientes extremos podem ser
utilizadas para entender processos adaptativos que permitem a vida nesses tipos de

ambientes. A evidéncia de sua existéncia nestes habitats vém colaborando na

67



exploracdo de aplicagBes biotecnologicas incluindo processos de biorremediagéo
(YADAV et al, 2018).

Os resultados demonstram que a concentragdo de 25% dos hidrocarbonetos
testados no meio de cultura foram téxicos para a maioria dos isolados testados, ndo
permitindo que os mesmos se desenvolvessem no meio de cultivo. O hidrocarboneto
xileno (MM 106,16 g moL™) possui peso molecular maior que 0s outros
hidrocarbonetos, o que pode ter restringido o crescimento dos microrganismo no meio
de cultivo. Segundo Baldantoni et al., (2017) a resisténcia dos HPAs a degradacao
microbiana aumenta com o aumento do peso molecular. Wetler-Tonini; Rezende;
Grativol, (2010) afirmam que a biodegradacéo dos HPAs depende da estabilidade dos
anéis aromaticos e da solubilidade e biodisponibilidade dos HPAs, bem como a
concentragcdo e o tamanho da molécula do hidrocarboneto. Contudo, isolados do
género Penicillium toleraram a concentracdo de 25% para os hidrocarbonetos hexano,
tolueno, e benzeno.

Segundo Lima; Oliveira; Cruz (2011) espécies dos géneros Penicillium e As-
pergillus séo as principais degradoras de hidrocarbonetos reportados na literatura. Dos
Santos et. al (2008) isolaram quatro espécies de Aspergillus spp. de amostras de solo
contaminado do Rio Grande do Sul, Brasil em meio de cultura contendo os hidrocarbo-
netos fenol, hexano, clorobenzeno, benzeno, tolueno e xileno. Os autores observaram
gue apenas um isolado apresentou tolerancia aos compostos benzeno, tolueno e xile-
no. No estudo realizado por Rodrigues et al. (2017), os autores utilizaram um reator de
fluxo continuo para verificar a capacidade do fungo Aspergillus niger em remover BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno). O isolado foi capaz de degradar benzeno, to-
lueno, etilbenzeno e xileno nas porcentagens de 88%, 90%, 90% e 91%, respectiva-
mente.

No estudo realizado por Vitali et al. (2006), os autores isolaram 55 fungos de
amostras de solo contaminados com residuos industriais contendo organoclorados,
principalmente hexaclorobenzeno. Trés linhagens identificadas como Eupenicillium ba-
arnense (SSP1951 e SSP1952) e Eupenicillium crustaceum (Ludwig, SSP1953) foram
selecionadas para testes de biodegradacado. E. crustaceum foi capaz de reduzir 24,6%
dos compostos soluveis de hexano. O mesmo foi observado pelos Eupenicillium baar-

nense (SSP1951 e SSP1952) com percentagens inferiores. Os autores concluiram que
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E. crustaceum € uma espécie interessante para estudos de biorremediacdo do solo
contaminado com hidrocarbonetos.

Estudos utilizando fungos filamentosos isolados de efluentes industriais téx-
teis, ndo foram encontrados, demonstrando assim, a importancia na busca por células
microbianas recuperadas destes ambientes aptas a metabolizar hidrocarbonetos. Os
resultados de toleréncia aos hidrocarbonetos nos mostraram o potencial de fungos fi-
lamentosos recuperados de ambientes industriais, os quais podem ser aplicados em
processos de biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos inclu-
indo hexano, tolueno e benzeno. Entretanto, novas analises precisam ser realizadas na
tentativa de verificar se os isolados tolerantes aos hidrocarbonetos testados séo capa-

zes de metabolizar os hidrocarbonetos em compostos menos toxicos.

4.6.1 Avaliacao da degradacéo do HPA pireno

Os ensaios de degradacéo de pireno foram realizados com os isolados Asper-
gillus amoenus ITF 47 e Penicillium sp. ITF 12 , devido a capacidade de descoloracao
do corante RBBR e tolerancia aos hidrocarbonetos hexano, tolueno e benzeno bem
como a descoloracdo do RBBR em meio liquido, respectivamente. Os resultados das
analises cromatograficas em CG-MS revelaram as areas de pico 142558739 do tempo
zero, e 107064072 do isolado ITF 12, demonstrando degradacao de 24,9% de pireno (2
mg L) nos extratos metabolicos do isolado Penicillium sp. ITF 12 apés 5 dias de culti-
vo microbiano. Observa-se na Figura 20, o tempo de retencdo (RT) do padrdo em
12.60 minutos e 0 RT do isolado ITF 12 em 12.52 minutos, confirmando a presenca do
composto. Por outro lado, foi verificado uma degradacdo muito baixa apos 10 dias de
cultivo, aproximadamente 10%. As analises referentes aos extratos metabodlicos da
linhagem Aspergillus amoenus ITF 47 apds cinco dias de cultivo, mostraram que nao
houve degradacao do pireno devido ao aparecimento de areas de picos praticamente

iguais (dados ndo mostrados).
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Figura 19 — Cromatogramas e fragmentogramas obtidos por GC-MS. A e B: solucdo padréo de
pireno; C e D: ITF12 Penicillium sp., apds 5 dias de cultivo.
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Fonte: o autor, 2020.

Apés analises dos possiveis metabodlitos formados por monitoramento de
varredura completo (m/z) bem como pelos espectros de massas descritos na literatura
em modo de monitoramento seletivo de ions (SIM), os resultados dos cromatogramas
da amostra ITF 12, mostraram que ndo houve o aparecimento de nenhum pico em
tempo de retencéo distinto do padrédo e do composto pireno, bem como dos ions
relacionados aos metabdlitos entre eles hidroxipireno, dihidroxipireno, pireno quinona,
pireno dihidrodiol e pirenilsulfato, potencialmente produzidos pela degradagdo do
pireno. Os resultados encontrados apds analises cromatograficas nos mostraram que o

isolado ITF 12 degradou o HPA pireno. Entretanto, ndo foi possivel detectar os
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possiveis metabolitos menos toxicos formados a partir da degradacdo do composto
pela técnica utilizada (CG-SM). Assim, torna-se necessério a utilizacdo de outra
metodologia cromatografica tal como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
ao detector de diodos e espectrometria de massa (HPLC-DAD-MS) (Passarini et al.
2011). Por outro lado, podemos dizer que o isolado degradou o pireno, tendo em vista
a utilizacdo de uma etapa de trituracdo do micélio fingico na extracdo das amostras,
antes da injecdo no cromatégrafo, demonstrando que nao houve adsorcao do pireno no
micélio e sim degradacéo.

Relatos na literatura demonstram o potencial degradador de hidrocarbonetos
aromaticos por fungos filamentosos. Leme (2016), avaliou diferentes fatores na destoxi-
ficacdo do hidrocarboneto policiclico aromatico pireno em um consaércio microbiano de
origem marinha. Os fungos filamentosos Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e Mucor race-
mosus CBMAI 847 juntamente com as bactérias Dietzia sp. CBMAI 705 e Bacillus sp.
CBMAI 707, isoladas de petroleo degradado, apresentaram resultados eficientes nos
testes de toxicidade, que possibilitou uma taxa de sobrevivéncia de até 68,53% de mi-
crocrustaceos (Artemia sp.). Os autores também obtiveram baixos valores na avaliacao
da atividade enzimatica das enzimas ligninoliticas e concluiram que estas enzimas nao
parecem estar diretamente envolvidas com o processo de destoxificagdo do pireno,
sugerindo que outras enzimas ou rotas metabdlicas estariam participando do processo
de destoxificacao.

No estudo realizado por Ravelet et al. (2000), os autores isolaram 41 fungos
de sedimentos contaminados com HPAs, os quais foram avaliados quanto a degrada-
cao de pireno. Dez isolados incluindo Mucor racemosus, M. racemosus var. sphaeros-
porus, Gliocladium virens, Penicillium simplicissimum, P. janthinellum, Phialophora al-
ba, P. hoffmannii, Trichoderma harzianum, Scopulariopsis brumptii e Coniothyrium fuc-
kelii degradaram o pireno (10 mg L™) em meio liquido incubados por dois dias. Os auto-
res demonstraram o potencial uso destas linhagens em processos de biorremediacao.
Vieira et al. (2018) avaliaram a degradacédo dos HPAs pireno e benzo(a)pireno e a ca-
pacidade da producdo enzimatica ligninolitica de trés basidiomicetos entre eles Tincto-
porellus sp. CBMAI 1061, Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e Peniophora sp. CBMAI
1063) isolados de esponjas marinhas. Os trés isolados foram capazes de degradar os
HPAs, entretanto, o fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062, foi o mais eficiente, chegan-

do a degradar mais de 90% da quantidade inicial de ambos os HPAs (0,02 e 0,04 mg
/1



mL™ de benzo(a)pireno e pireno, respectivamente) nos primeiros 7 dias de cultivo.
Souza et al., (2017) realizaram um estudo onde fungos filamentosos da regido amazo6-
nica, isolados de sedimentos com diferentes niveis de contaminagdo por HPAs, foram
capazes de tolerar fenantreno e pireno. Todos os fungos mostraram tolerancia ao fe-
nantreno e ao pireno, dentre 0os quais, espécies de Penicillium spp. toleraram o com-
posto pireno nas concentracdes 240, 540, 780, 1020 e 2040 yg mL™ apés 10 dias de
crescimento.

Estudos utilizando fungos filamentosos isolados de efluentes industriais téx-
teis, na degradagédo do hidrocarboneto pireno n&do foram encontrados, demonstrando
assim, a relevancia em pesquisas utilizando fungos recuperados destas amostras ca-
pazes de degradar HPAs incluindo pireno. Desta forma, apesar da nao visualizagéo de
metabolitos intermediarios durante a degradacéo de pireno, podemos dizer que o isola-
do ITF 12 representa um agente potencialmente degradador de hidrocarbonetos aro-

maticos e pode ser utilizado em processos de biorremediacéao.

4.7 Potencial biotecnolégico de fungos filamentosos de efluentes téxtil

Apoés avaliacdo de todos os resultados derivados do presente estudo, podemos
dizer que cinco fungos filamentosos recuperados do efluente téxtil podem representar
linhagens promissoras para utilizacdo na descontaminacdo de ambientes impactados
com compostos téxicos incluindo metais pesados e hidrocarbonetos (Tabela 5).

A linhagem Aspergillus sydowwi ITF 10, foi capaz de produzir a enzima lacase,
degradar o corante RBBR e tolerar concentracdes de diferentes metais pesados,
demonstrando assim, seu potencial em descolorir corantes em processos de
biorremediacdo em ambientes impactados com metais pesados. O isolado Sarocladium
sp. ITF 33 também descoloriu o corante RBBR e produziu a enzima lacase, entretanto
nao tolerou concentracdes de metais no meio fermentativo. Novos estudos precisam
ser realizados para avaliar a capacidade de detoxificacdo e/ou adsorcdo destes
isolados na presenca dos metais pesados estudados e por fim, verificar os possiveis
eventos metabdlicos envolvidos neste processo.

Podemos destacar a linhagem Penicillium sp. ITF 12, que apresentou resultados
promissores de descoloracdo do corante RBBR (incluindo adsorcdo ao micélio), tole-

rancia aos metais pesados e aos hidrocarbonetos estudados, bem como foi capaz de
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degradar o HPA pireno. Como podemos ver na Tabela 5, a linhagem ITF 12, ndo pro-
duziu a enzima extracelular lacase, bem como né&o foi possivel detectar os possiveis
metabdlitos intermediarios formados durante o decorrer da degradacao dos compostos
no meio fermentativo.
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Tabela 6 — Potencial biotecnoldgico dos melhores resultados obtidos nos ensaios experimentais com os fungos isolados do efluente téxtil.

Resultados dos melhores ensaios experimentais
Descoloracéio do corante RBBR | ]
Halo de Descoloracdo | Descoloracdo | Adsorcdo | Atividade Indlcergst;cinsle(rrﬁncll_zi)(cm) a Toleréncia a Degrada-
descoloracéo (500 mg L™) (1000 mg L™) | do RBBR Lacase 9 Hexano, Tolue- ¢do do
(500 mg L™) (cm) (%) (%) (%) (uL™h no, Benzeno (%) | Pireno (%)
Cu Pb Al Cr
(500) | (300) | (350) | (500)
Aspergillus
sydowii ITE10 | 60 40 | - 0,006 062 | 095 | ---- 124 | - NA
Penicillium sp.
ITE 12 08 | - | - O 1,06 | 1,29 1,59 0,94 25 24,9
ITEIZO ————————————————————————— 0,76 | 0,72 0,72 0,68 25 NA
Sarocladium
sp.ITE33 |  —~ 60 45 | - o001 | e NA
Aspergillus
amoenus | = ----- 80 30 10 | -] e | - 1,60 147 | - NA
ITF 47

NA = ndo analisado.
Fonte: o autor, 2020.




Os dados de degradacdo do composto pireno nos mostraram o potencial
biodegradador da linhagem Penicillium sp. ITF 12, entretanto, ainda n&o ficou claro
qual o verdadeiro envolvimento bem como o principal papel das enzimas intracelulares
(P450) e extracelulares (ligninases) na degradacdo e na descoloracdo do corante
RBBR pelo isolado do ambiente téxtil.

A linhagem Aspergillus amoenus ITF 47, foi capaz de descolorir o corante RBBR
em meio liquido, entretanto, ndo foi capaz de degradar pireno e nem produzir a enzima
lacase, como ocorreu com o ITF 12, sugerindo assim, a atuagdo de outras enzimas
ligninoliticas envolvidas na descoloracdo do corante RBBR, incluindo a capacidade de
adsorver o corante no micélio.

Desta forma, mais estudos necessitam ser realizados para garantir que sejam
identificados os metabolitos intermediarios menos toxicos e mais sollveis que o
composto pireno, bem como o envolvimento das enzimas intracelulares pertencentes
ao sistema Citocromo P450, e a producdo de outras enzimas extracelulares do
complexo ligninoalitico, incluindo a manganés peroxidase e/ou a lignina peroxidase.

Os fungos estudados no presente trabalho demonstraram estar adaptados as
condicBes adversas encontradas nos efluentes industriais téxteis. Esta adaptacdo pode
garantir a sobrevivéncia microbiana, a qual pode ser atribuida a presenca de enzimas
intra e extracelulares, que favorecem a adaptacdo do metabolismo microbiano nestes
ambientes devido a capacidade de degradar, adsorver e tolerar uma diversidade de

compostos presentes nas amostras estudadas.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que as linhagens de fungos filamentosos recuperados da amostra de
efluente industrial téxtil representam fontes microbianas promissoras na obtencao de
metabdlitos com potencial aplicagdo em processos de biorremediacdo de efluentes
téxteis.

Os fungos filamentosos isolados da estacdo de tratamento de industria téxtil
apresentam a capacidade de produzir metabdlitos responsaveis por processos
bioquimicos envolvidos na transformacdo, degradacdo e tolerdncia de compostos
toxicos poluentes ambientais, incluindo hidrocarbonetos e metais pesados, pois
descoloriram o corante RBBR, além de degradar o pireno e tolerar a presenca de
metais pesados e hidrocarbonetos no meio.

Nao foi definida as enzimas envolvidas nos processos de transformacao,
degradacdo e tolerancia aos compostos toxicos estudados. Desta forma, novos
estudos serdo necessarios para evidenciar o verdadeiro processo enzimatico, bem
como as possiveis rotas enzimaticas envolvidas no metabolismo dos hidrocarbonetos e

metais pesados estudados no presente trabalho.
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ANEXO - Absorbancia do corante RBBR 500 mg L-1 e 1000 mg L-1

Absorbancia
Amostra 500 mg L™ 1000 mg L™
4 dias 8 dias 12 dias 4 dias 8 dias 12 dias

ITF 2A 0,478 0,325 0,317 0,772 0,667 0,680
ITF 2B 0,475 0,325 0,317 0,774 0,667 0,700
ITF 3A 0,480 0,286 0,137 0,580 0,591 0,489
ITF 3B 0,502 0,284 0,132 0,671 0,617 0,489
ITF 4A 0,332 0,285 0,134 0,625 0,604 0,487
ITF 4B 0,335 0,285 0,134 0,625 0,604 0,491
ITF 8A 0,332 0,389 0,407 0,898 0,920 0,862
ITF 8B 0,373 0,382 0,407 0,897 0,956 0,862
ITF 9A 0,412 0,398 0,433 0,704 0,718 0,771
ITF 9B 0,473 0,393 0,437 0,780 0,775 0,771
ITF 10A 0,385 0,318 0,139 0,631 0,672 0,408
ITF 10B 0,448 0,316 0,139 0,738 0,698 0,428
ITF 11A 0,344 0,421 0,449 0,604 0,879 0,771
ITF 11B 0,381 0,441 0,447 0,926 0,879 0,771
ITF12A 0,247 0,317 0,263 0,538 0,728 0,665
ITF 12B 0,261 0,366 0,261 0,589 0,755 0,667
ITF13A 0,282 0,434 0,487 0,909 0,724 0,910
ITF 13B 0,520 0,451 0,487 0,933 0,789 0,910
ITF 14A 0,445 0,369 0,391 0,773 0,785 0,524
ITF 14B 0,459 0,380 0,391 0,788 0,823 0,527
ITF 20A 0,386 0,321 0,234 0,847 0,542 0,658
ITF 20B 0,392 0,321 0,234 0,847 0,542 0,658
ITF 21A 0,270 0,340 0,517 0,855 0,804 1,066
ITF 21B 0,384 0,340 0,518 0,866 0,804 1,078
ITF 22A 0,462 0,501 0,520 0,904 1,102 1,037
ITF 22B 0,486 0,506 0,520 0,91 1,102 1,037
ITF 27A 0,430 0,290 0,081 0,799 0,867 0,718
ITF 27B 0,428 0,290 0,105 0,836 0,870 0,718
ITF 28A 0,421 0,452 0,00 0,761 0,853 0,00
ITF 28B 0,428 0,450 0,00 0,821 0,853 0,00
ITF 29A 0,495 0,346 0,300 0,745 0,698 0,616
ITF 29B 0,525 0,346 0,300 0,745 0,698 0,616
ITF 30A 0,331 0,234 0,336 0,723 0,621 0,652
ITF30B 0,425 0,234 0,336 0,723 0,621 0,652
ITF 31A 0,411 0,175 0,124 0,846 0,747 0,719
ITF 31B 0,38 0,175 0,124 0,868 0,745 0,719
ITF 33A 0,254 0,130 0,170 0,613 0,400 0,551
ITF 33B 0,252 0,128 0,170 0,613 0,400 0,551
ITF 34A 0,223 0,297 0,388 0,658 0,730 0,855
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ITF 34B 0,223 0,297 0,390 0,662 0,728 0,857
ITF 39A 0,273 0,319 0,348 0,653 0,714 0,746
ITF 39B 0,269 0,315 0,350 0,653 0,718 0,746
ITF 40A 0,265 0,288 0,298 0,622 0,659 0,607
ITF 40B 0,263 0,290 0,298 0,622 0,679 0,607
ITF 43A 0,400 0,405 0,313 0,822 0,800 0,742
ITF 43B 0,4 0,405 0,313 0,82 0,800 0,762
ITF 44A 0,165 0,354 0,252 0,591 0,626 0,676
ITF 44B 0,161 0,352 0,254 0,593 0,626 0,678
ITF 47A 0,251 0,139 0,052 0,483 0,577 0,714
ITF 47B 0,251 0,139 0,056 0,483 0,575 0,714
ITF 60A 0,237 0,315 0,297 0,670 0,740 0,704
ITF 60B 0,235 0,316 0,297 0,676 0,740 0,724
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