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RESUMO

O plástico é um material versátil que tem sido utilizado na produção de diferentes
produtos, desde utensílios domésticos, até componentes industriais. Porém, as
consequências desta utilização é o intenso descarte gerado após seu uso. O
Bisfenol A (BFA) é um componente presente em diversos plásticos por conta de sua
aplicabilidade e baixo valor, contudo, também é notável pelos seus efeitos tóxicos
causados ao meio ambiente e aos organismos. Como uma alternativa para
degradação e remoção do BFA, a biorremediação utilizando fungos se mostra uma
estratégia promissora. Contudo, para avaliar a biodegradação são usadas
atualmente metodologias que demandam equipamentos especializados, dificultando
a eficiência na triagem microbiana. Assim, o presente estudo avaliou dois métodos
para detecção de BFA, a partir de processos de desintoxicação e degradação
através dos cultivos das linhagens fúngicas Bjerkandera sp. CCMIBA_R111,
Aspergillus sp. CCMIBA_R056, Trametes sp. CCMIBA_2AQ e Penicillium sp.
CCMIBA_2G pertencentes à Coleção de Cultura de Micro-organismos de
Importância Biotecnológica e Ambiental (CCMIBA), na presença de 10 mg/L de BFA.
Ao fim do cultivo, os sobrenadantes foram separados para ensaios de fitotoxicidade
com Cucumis sativus, avaliação da atividade da enzima lacase e a avaliação
espectrofotométrica de detecção de BFA. No ensaio de fitotoxicidade, a germinação
(em cm) das sementes de C. sativus cultivadas nos sobrenadantes dos tratamentos
fúngicos foi utilizada para o cálculo da porcentagem de inibição (toxicidade). No
meio de cultivo dos basidiomicetos, houve germinação das sementes no controle
negativo (apenas com BFA), indicando algum efeito sinérgico independente da
biodegradação que diminuiu a toxicidade. Por outro lado, em todos os ensaios
(incluindo o controle negativo) dos ascomicetos Aspergillus sp. CCMIBA_R056 e
Penicillium sp. CCMIBA_2G houve inibição total na germinação. Para Bjerkandera
sp. CCMIBA_R111 e Trametes sp. CCMIBA_2AQ houve germinação das sementes,
porém ainda com toxicidade alta, que poderia ser ocasionada pelos próprios
metabólitos secundários dos fungos basidiomicetos. Ademais, registrou-se uma
variabilidade nos valores de germinação, mesmo no ensaio controle (com água)
indicando a necessidade de um bioindicador alternativo com sensibilidade conhecida
e maior reprodutibilidade. A avaliação da lacase demonstrou a ausência enzimática
em todos os fungos, a lacase é umas das principais enzimas reportadas para
degradação do BFA, indicando assim, a possibilidade de outra rota de degradação
pelos fungos estudados. Por fim, os perfis espectrofotométricos obtidos mostraram
redução dos picos de BFA em fungos basidiomicetos, ou seja, possivelmente
degradação da molécula e corroborando com os resultados da fitotoxicidade. Deste
modo, Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 e Trametes sp. CCMIBA_2AQ apresentaram
potencial para biorremediação de BFA e serão avaliados em novos estudos.
Concluímos que o uso de um método de toxicidade, diferente de C. sativus, é
necessário para fortalecer os resultados do perfil espectrométrico, e essa pode ser
uma estratégia interessante para a triagem de fungos que possam contribuir na
biorremediação do BFA.

Palavras-chave:microplásticos,biorremediação,enzimas, toxicidade, basidiomicetos.
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ABSTRACT

Plastic is a versatile material that has been used in the production of different
products, from household utensils to industrial components. However, the
consequences of this usage are the intense waste generated after its use. Bisphenol
A (BPA) is a component present in various plastics due to its applicability and low
cost; however, it is also notable for its toxic effects on the environment and
organisms. Bioremediation using fungi proves to be a promising strategy as an
alternative for the degradation and removal of BPA. However, to assess
biodegradation, methodologies that currently require specialized equipment are used,
hindering efficiency in microbial screening. The present study evaluated two methods
for BFA detection, based on detoxification and degradation through processes of the
cultivations of fungal strains Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, Aspergillus sp.
CCMIBA_R056, Trametes sp. CCMIBA_2AQ, and Penicillium sp. CCMIBA_2G
belonging to the Collection of Microorganisms of Biotechnological and Environmental
Importance (CCMIBA), in the presence of 10 mg/L of BFA. At the end of cultivation,
the supernatants were separated for phytotoxicity assays with Cucumis sativus,
evaluation of laccase enzyme activity, and spectrophotometric evaluation of BFA
detection. In the phytotoxicity assay, the germination (in cm) of C. sativus seeds
cultivated in the supernatants of fungal treatments was used to calculate the
percentage of inhibition (toxicity). In the basidiomycete cultivation medium, seed
germination occurred in the negative control (BFA only), indicating some independent
synergistic effect that reduced toxicity despite biodegradation. On the other hand, in
all assays (including the negative control) of the ascomycetes Aspergillus sp.
CCMIBA_R056 and Penicillium sp. CCMIBA_2G, there was a total inhibition of
germination. For Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 and Trametes sp. CCMIBA_2AQ,
seed germination occurred, but still with high toxicity, which could be caused by the
secondary metabolites produced by the basidiomycete fungi themselves.
Furthermore, there was variability in the germination values, even in the control
assay (with water), indicating the need for an alternative bioindicator with known
sensitivity and greater reproducibility. The evaluation of laccase showed the absence
of enzymatic activity in all fungi. Laccase is one of the main enzymes reported for
BFA degradation, suggesting the possibility of another degradation pathway by the
studied fungi. In this way, Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 and Trametes sp.
CCMIBA_2AQ demonstrated potential for BFA bioremediation and will be further
evaluated in future studies. We conclude that the use of a toxicity method different
from C. sativus is necessary to strengthen the results of the spectrometric profile, and
this can be an interesting strategy for screening fungi that may contribute to BFA
bioremediation.

Keywords: microplastics, bioremediation, enzymes, toxicity, basidiomycetes.
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1. INTRODUÇÃO

Em meio ao constante crescimento populacional e desenvolvimento urbano, o

consumo de industrializados se tornou cada vez mais frequente, esses produtos

demandam um uso elevado de plásticos. O motivo se deve à versatilidade deste

material, a sua grande variedade de composições e o baixo valor de custo que

permite a utilização em diversos âmbitos, como na produção de embalagens,

setores agrícolas, suprimentos domésticos e outros. Entretanto, juntamente ao

crescimento da produção de plásticos também ocorre o aumento de geração e

acúmulo de descartes. Outra questão é a baixa degradabilidade dos plásticos, que

no ambiente sofrem efeitos físicos e químicos, resultando somente na fragmentação

em tamanhos menores, como os microplásticos.

Esses microplásticos possibilitam o aumento da exposição de substâncias

químicas no ambiente, especialmente os aditivos químicos usados na fabricação. A

liberação no ambiente pode acontecer de forma proposital ou não, desde o uso na

indústria ou deterioração dos plásticos maiores em tamanhos menores,

respectivamente. A partir disso, essas partículas apresentam grandes chances de

vazamento nos ecossistemas por meio de setores agrícolas, indústria têxtil e esgoto

doméstico. Seus impactos podem ser observados pela capacidade acumulação no

meio ambiente, causando implicações na saúde de diversos organismos. Dentre os

mais notáveis compostos, o bisfenol A (BFA), um dos componentes de diversos

plásticos, é conhecido por sua aplicabilidade na indústria de plásticos e seus efeitos

tóxicos no meio ambiente e em diferentes organismos.

Com o cenário crescente de quantidade de microplásticos, é necessário

analisar as possibilidades existentes para contornar as problemáticas expostas

acima. Em vista disso, a biorremediação torna-se uma alternativa promissora por

conta de seu baixo custo e a capacidade de remover poluentes. Esse processo

envolve a utilização de organismos vivos para remover ou reduzir poluentes de um

ambiente.

O uso de fungo se mostra promissor para remediação de ambientes contendo

plásticos, visto que possui uma alta capacidade de adaptação em meios

contaminados por compostos tóxicos, um sistema enzimático extracelular eficiente e

outras características vantajosas. Dentre aqueles importantes para a remoção e

Versão Final Homologada
20/06/2023 11:34



15

degradação do BFA, destacam-se os fungos ligninolíticos e fungos não ligninolíticos.

O processo pode ocorrer de forma direta, através do cultivo de fungos ligninolíticos

na presença de BFA, ou pela aplicação de enzimas extracelulares ligninolíticas

purificadas. Enquanto, fungos não ligninolíticos atuam pelo processo de

biodegradação por rotas intracelulares.

Contudo, um dos desafios que existe na triagem de fungos, que exibem

potencial para a biorremediação do BFA, são as limitações nos métodos aplicados

para a detecção do BFA, que não permitem um estudo de alta eficiência na seleção

microbiana. Entre os métodos de detecção amplamente utilizados, destacam-se a

Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), Cromatografia gasosa acoplada à

espectrometria de massas (GC-MS), Eletroforese Capilar (CE), imunoensaios e o

uso de sensores. Deste modo, para a avaliar o potencial de biodegradação tanto dos

fungos ligninolíticos quanto dos fungos não ligninolíticos, torna-se imprescindível a

utilização de métodos alternativos, rápidos e de fácil aplicabilidade, capazes de

verificar a degradação ou detoxificação do BFA por esses microrganismos.

Portanto, o presente projeto teve como finalidade avaliar métodos alternativos

de detecção de BFA, a partir de processos de desintoxicação e perfil de degradação

por métodos espectrofotométricos UV-Vis de cultivos de fungos ligninolíticos e não

ligninolíticos da Coleção de Cultura de Micro-organismos de Importância

Biotecnológica e Ambiental (CCMIBA) da Universidade Federal da Integração

LatinoAmericana (UNILA).
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1. MICROPLÁSTICOS

Os plásticos são polímeros sintéticos formados por segmentos de monômeros

(Figura 1) que são usualmente oriundos de petróleo e gás natural. Esses dois

componentes passam pelo processo de refinamento, formando etano e propano que

são separados e purificados para serem aquecidos em uma mistura de vapor que

produz etileno, propileno, hidrogênio e outros subprodutos. O etileno ou propileno

são combinados com um catalisador em um reator, gerando polímeros que são

misturados com aditivos. Em seguida, o polímero é alimentado e fundido em uma

extrusora (equipamento que força o material através de uma matriz adquirindo assim

a forma pré-determinada pela forma da matriz projetada para a peça) que produz o

plástico (SHAW; SAHNI, 2014)

Figura 1 - Polímeros plásticos constituídos por monômeros

Fonte: AUTORA (2023)

Os polímeros se estruturam de forma linear, ramificada, reticulada ou de rede,

e essa polimerização pode ocorrer por reação em cadeia, em que uma molécula

simples de baixa massa molar possuindo uma ligação dupla (C=C), isto é, o

monômero, reage com um iniciador ou cadeia polimérica já em crescimento

quebrando a ligação dupla, deixando uma valência livre para reação adicional com

outros monômeros (equação 1) (EDMONDSON; GILBERT, 2017). Outra maneira é a

Versão Final Homologada
20/06/2023 11:34



17

polimerização por reação em etapas, na qual envolve a reação de pares de grupos

funcionais nos monômeros e a eliminação de uma molécula de água (equação 2)

(EDMONDSON; GILBERT, 2017).

(1)

(2)

Na sociedade moderna, o uso do plástico tornou- se inevitável por conta de

sua ampla forma de aplicação, baixo custo, versatilidade e sua característica de

durabilidade. Por conta da composição à base de petróleo, os plásticos não se

quebram naturalmente devido à sua profunda estabilidade, contudo, podem se

fragmentar em segmentos menores (SUMAN et al., 2020). Esse material serve de

constituinte para diversos produtos que são utilizados nos setores do cotidiano

humano, os quais englobam as embalagens, engenharia e construção, eletrônica,

setores agrícolas, saúde, suprimentos domésticos, e entre outros usos (GIRI;

MUKHERJEE, 2022).

A variedade de materiais plásticos está relacionada com os diferentes

arranjos estruturais químicos, para isso sua fabricação exige o uso de aditivos que

são poluentes para o ambiente, como plastificantes, estabilizadores e corantes. Os

principais plásticos confeccionados e utilizados são polietileno de baixa densidade

(PEBD), polietileno de baixa densidade linear (PEBDL), polietileno de alta densidade

(PEAD), poliestireno (PS), polipropileno (PP), poli(cloreto de vinila) (PVC),

poli(tereftalato de etileno) (PET) e policarbonato (PC). Um dos efeitos dessa intensa

produção e consumo é o descarte posterior em grandes proporções, gerando

grandes quantidades de detritos por falta de conscientização e a inabitual prática de

reciclagem (SÁNCHEZ, 2020). Usualmente, os tipos plásticos são classificados em

sete categorias (figura 2) com base na temperatura em que o material foi aquecido,

de acordo com os Resin Identification Codes (RICs) (The Green Chemistry Initiatives

Blog, 2019).
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Figura 2 - Categorização dos plásticos e a estrutura química dos polímeros

Fonte: Adaptado de The Green Chemistry Initiatives Blog (2019)

Em razão da baixa degradabilidade deste polímero sintético, a prolongada

persistência no ambiente leva ao processo de envelhecimento pelas ações físicas e

químicas. A fragmentação desses polímeros decorre pela exposição prolongada à

radiação ultravioleta (UV) que gera rupturas de ligações pela foto-oxidação, e em

ambientes aquáticos, por ação de ondas e abrasão física por sedimentos naturais

(ALONSO, 2014; BARNES et al., 2009).

Nesse processo, os plásticos maiores se fragmentam em tamanhos menores,

como os microplásticos (menores que 5 mm) e nanoplásticos (menores que 100 nm)

(figura 3) (GIRI; MUKHERJEE, 2022). Comumente, os microplásticos se referem a

uma ampla gama de polímeros, tamanhos e densidades, mas são usualmente

definidos como aquelas partículas que apresentam dimensões de 5 mm ou menos.

Existem duas formas de classificar essas partículas, os microplásticos primários, os

quais são especificamente fabricados em uma faixa de tamanho de micrômetro, em

geral, está voltado para jateamento de areia ou produtos de higiene pessoal. A

segunda forma são os microplásticos secundários, os quais são formados pela

fragmentação de lixos mesoplásticos e macroplásticos (HORTON et al., 2017).
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Figura 3 - Classificação do tamanho das partículas plásticas

Fonte: Adaptado de Andreas Mattern, [s.d]

Os microplásticos são potenciais vetores de exposição e transferências de

compostos orgânicos tóxicos. A origem acontece de duas formas, a primária, que

ocorre de maneira proposital por ação antrópica e por uso na indústria, e a

secundária, que se origina de maneira não intencional pela deterioração dos

plásticos maiores no ambiente. A presença destas partículas é detectada em vários

ambientes, como água marinha; água doce; solo; comida e água potável distribuída

pelas redes de abastecimento (BITENCOURT BELO et al., 2021).

2.2. IMPACTO AMBIENTAL

A contaminação por microplásticos no ambiente acontece quando os

sistemas de águas residuais não retêm as pequenas partículas nas telas de

tratamento preliminar nas estações de tratamento de águas residuais (FENDALL;

SEWELL, 2009). Desta forma, uma certa quantidade de partículas que contornam o

sistema de filtragem acessa o ambiente de água doce por meio de efluente,

aumentando o potencial generalizado de vazamento nos ecossistemas (HORTON et

al., 2017).

As fontes contaminadas por microplásticos incluem o uso de água residuais

tratadas para a irrigação, setores agrícolas, indústria têxtil e despejo de esgoto
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doméstico, nas quais liberam partículas de materiais plásticos presentes em

produtos de limpeza, fibras de polímeros de tecidos sintéticos e outros (GIRI;

MUKHERJEE, 2022). Vale destacar que a ausência de um planejamento ambiental

acurado contribui para que os ambientes recebam uma grande carga de poluentes

proveniente dos meios urbanizados e industrializados (ALONSO, 2014).

A maior preocupação e ameaça à saúde ambiental está relacionada ao alto

caráter recalcitrante e a capacidade dos plásticos em adsorver e acumular poluentes

orgânicos persistentes (POPs). Esse potencial contaminante se deve à

hidrofobicidade, lipofilicidade e a alta relação superfície-volume das MPs que

permite que os POPs sejam sorvidos em fases apolares pelas partículas

(RODRIGUES et al., 2019). Além disso, os impactos também são presenciados em

humanos, visto que os plásticos liberam metais tóxicos que acarretam danos no

sistema nervoso central e periférico, neural e respiratório (MOHAN et al., 2016)

Essas pequenas partículas possuem como característica uma baixa

velocidade de sedimentação, e acoplado à resistência de degradação, suas

partículas podem se dispersar por longas distâncias em cursos d’água (LANG,

2022). Em ambientes marinhos, os plásticos são comumente os poluentes que mais

afetam os integrantes da fauna e da teia alimentar, como tartarugas, mamíferos,

organismos bentônicos e aves, os quais são perturbados com os materiais

sobrenadantes e contaminados por meio da ingestão dos fragmentos, impedindo a

realização de atividade básicas para a sobrevivência do organismo, como se

alimentar, ou pelo acúmulo do poluente levando a morte (ALONSO, 2014)

Essa capacidade de bioacumular resulta em biomagnificação ao longo dos

níveis tróficos (BITENCOURT BELO et al., 2021). Isso representa riscos

toxicológicos e uma grande preocupação, uma vez que estudos evidenciam a

detecção de variadas partículas nos intestinos e estômagos de vários organismos,

desde marisco até em mamíferos marinhos (AKDOGAN; GUVEN, 2019). O

microplástico ingerido também pode por meio da translocação ser transferido do

revestimento epitelial do intestino para os demais tecidos do corpo (BROWNE et al.,

2008).

Linhas de evidências indicam que os sistemas terrestres fazem parte dos

principais sumidouros de microplástico, e a partir desta ampla distribuição e alta
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abundância de polímeros, existem potenciais ameaças de alterações das

propriedades físicas e químicas do solo. Os riscos envolvem a capacidade de reter

água e distribuição de agregados estáveis à água (BAHO; BUNDSCHUH; FUTTER,

2021). Zhang et al. (2019) verificaram que solos contaminados por microfibras de

poliéster apresentaram alteração na distribuição do tamanho dos poros em solo

argiloso, o que reduz a estabilidade dos agregados e degrada a estrutura do solo.

Ademais, a presença de microplásticos gera mudanças nas associações simbióticas

de micorrizas, e impactos adversos nos organismos e plantas no solo (WANG et al.,

2020).

Em diferentes estudos, a presença de microplásticos foi capaz de

desencadear distintos efeitos em diferentes órgãos vegetais. Qi et al. (2018)

avaliaram o efeito dos tamanhos de resíduos plásticos de polietileno no crescimento

vegetativo e reprodutivo de Triticum aestivum (trigo), os resultados mostraram que

os microplásticos influenciam de forma mais negativa em relação aos

macroplásticos, a explicação foi atribuída a presença de resíduos plásticos que

alteraram a propriedade do solo. Os microplásticos são absorvidos e translocados

para diferentes órgãos por meio do xilema durante a transpiração, e geralmente o

maior acúmulo de polímeros pode acontecer em altas temperaturas e baixa umidade

(LI et al., 2020).

A maioria das pesquisas desenvolvidas se concentrou na toxicidade de

microplásticos em organismos aquáticos, contudo, trabalhos que buscaram verificar

os efeitos em organismos terrestres mostraram que a exposição à essas partículas

resultaram em citotoxicidade, genotoxicidade, neurotoxicidade e toxicidade

reprodutiva. Uma avaliação feita com o nematoide Caenorhabditis elegans revelou

que a exposição à microplásticos de poliestireno resultou em efeitos fisiológicos

adversos no desenvolvimento, comportamento de locomoção, estresse oxidativo e

lesão intestinal (YU et al., 2020).

2.3. BISFENOL A (BFA)

O Bisfenol A ou BFA, é um composto químico sintético

2,2-(4,4'-dihidroxidifenil) propano (figura 4) do grupo dos policarbonatos, geralmente

presente na a produção de certos tipos de plásticos, como o policarbonato e a resina

epóxi. A estrutura compreende dois anéis benzênicos e dois substituintes (4,4) -OH
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(VANDENBERG et al., 2009). Usualmente, sua produção envolve a condensação de

fenol com acetona sob condições de baixo pH e alta temperatura, na presença de

catalisadores (figura 5) (DAVIES, 2011).

Figura 4 - Estrutura molecular do bisfenol A (BFA)

Fonte: Davies (2011)

Figura 5 - Reação da síntese do bisfenol A

Fonte: Cardoso (2019)

Em condições ambientais, o BFA se encontra em um formato sólido branco

como cristais, grânulos ou flocos. As suas propriedades físicas o tornam um

composto relativamente hidrofóbico, a sua solubilidade fica entre 120-300 mg/L em

água. Por conta de dois grupos OH na estrutura química, este apresenta também

duas constantes de dissociação, pKa 9,59 e 11,30, logo, a solubilidade em água

pode ser mais bem observada em pH alcalino (DAVIES, 2011). Os tamanhos das

partículas de BFA variaram principalmente de 2,10 a 7,0 µm (CHUNG et al., 2017),

sendo sozinho, caracterizado como um microplástico, conforme a figura 3.

O BFA apresenta a função de ligação, plastificação e endurecimento em

produtos plásticos, mas sua principal função está na produção de resina de

policarbonato, resina epóxi, poliéster insaturado, dentre outros (KLEĈKA et al.,

2001). O composto tem sido aplicado também como intermediário de determinados

produtos como retardadores de chama, materiais de construção, lentes ópticas,
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revestimentos dentários, encapsulamento de peças elétricas, eletrônicas e outros

(DAVIES, 2011).

A aplicabilidade e o baixo valor do BFA estão ligados à sua intensa

sintetização pelas indústrias, entretanto, problemas ambientais podem ser causados

ao longo da cadeia de produção, onde acontece a liberação no meio ambiente em

instalações de tratamento de águas residuais industriais ou públicas que recebem

BFA. Outros ambientes que também podem ser atingidos são o solo, as águas

superficiais, bem como o ar. É importante ressaltar que, ao considerar as

propriedades físicas do BFA entende-se por que possuem a capacidade viável de

permanecer no meio aquoso (DAVIES, 2011; KLEĈKA et al., 2001).

A exposição humana ao BFA pode acontecer por meio da contaminação do

ambiente, ou pelo uso de produtos que contêm BFA em sua fabricação, como

revestimento de latas de metal, recipientes de bebidas e de armazenamento

produzidos por policarbonato (DAVIES, 2011). Estudos indicam que o BFA gera

riscos à saúde humana pelos efeitos adversos sobre a fertilidade, sistema nervoso,

puberdade precoce, dentre outros (BESERRA; SCHIAVINI; RODRIGUES, 2012). Em

mulheres grávidas, o BFA pode atravessar a barreira placentária materno-fetal,

sendo associado a casos de hiperplasia endometrial, ocorrência de abortos,

esterilidade e outras complicações (DAVIES, 2011). Outra preocupação conhecida é

a capacidade que o BFA possui em agir como um desregulador endócrino uma vez

que possui uma composição química semelhante ao hormônio estrogênio. Portanto,

consequências negativas podem ser ocasionadas tanto na saúde humana quanto na

vida selvagem, assim propiciando um desequilíbrio dos ecossistemas (IKE et al.,

2002; LI; ZHOU; CAI, 2007).

O BFA em solo pode ser lixiviado, adsorvido e absorvido, propiciando a

concentração em diferentes matrizes ambientais e bioacumular em diferentes

organismos, desde produtores até nos organismos de topo da cadeia trófica

(TORRES-GARCÍA et al., 2021). Um exemplo, são as microalgas que atuam como

produtoras primárias e base da cadeia trófica aquática, nelas foram observados

efeitos inibitórios que envolveram danos em processos fisiológicos como a

fotossíntese e na divisão celular (BEN OUADA et al., 2018).
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2.4. BIORREMEDIAÇÃO DO BFA

Tendo em vista o cenário da crescente presença de microplásticos no

ambiente e os seus variados impactos, se faz necessária a busca por alternativas.

Nos últimos tempos, diferentes tecnologias foram desenvolvidas para retirar o BFA

dos meios, sendo classificadas com base em sua aplicação. Apesar da eficiência de

tecnologias que utilizam tratamentos químicos e físicos, a utilização ainda não é

convencional e acarreta altos custos (TORRES-GARCÍA et al., 2022). Neste cenário,

a biorremediação torna-se a maneira apropriada, dado que se trata de uma

tecnologia biológica e de baixo custo, envolvendo processos naturais (SÁNCHEZ,

2020).

A biorremediação é um processo em que organismos vivos são utilizados

para remover ou reduzir poluentes de ambientes ou condições com ação

antropogênica. A sua aplicação é recomendada pelo âmbito científico como uma

alternativa viável para o tratamento de águas superficiais, subterrâneas e solos

contaminados. Em geral, usa-se microrganismos degradadores e plantas

(fitorremediação) com atividade de degradação dos compostos poluentes

(GAYLARDE, 2005).

Cepas bacterianas são capazes de crescer em ambientes que possuem o

BFA como a única fonte de carbono e energia. Essa biodegradabilidade pode ser

afetada por determinados fatores ambientais como quantidade de biomassa,

temperatura e pH. Alguns táxons incluem Pseudomonas sp., Nitrosomonas sp.,

Streptomyces sp. e Bacillus sp. (ZHANG; YIN; CHEN, 2013). Estudos realizados

utilizando a espécie Pseudomonas putida mostraram resultados promissores como

capacidade metabólica para degradar concentrações extremamente altas e baixas

de BFA (ELTOUKHY et al., 2020).

O uso de fungos (micorremediação) apresenta várias possibilidades de

aplicação em áreas contaminadas com BFA, isso se deve à capacidade de

adaptação em meios com presença de compostos tóxicos recalcitrantes, a presença

de um sistema enzimático extracelular eficiente, a forma de crescimento vegetativo

que permite a distribuição no solo e em contato direto com o poluente, e a sua baixa

especificidade de substrato (FOUDA et al., 2015; TORRES-GARCÍA et al., 2021).

Deste modo, os fungos e as suas enzimas são promissores para a remediação de
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ambientes tomados pelos plásticos (SÁNCHEZ, 2020). Os fungos listados por conta

da eficientes na remoção e degradação do BFA são classificados de acordo com a

sua morfofisiologia e sistema enzimático extracelular, sendo esses: fungos

ligninolíticos, fungos não ligninolíticos e leveduras. O uso para degradação pode ser

de maneira direta ou por meio da aplicação dessas enzimas extracelulares

ligninolíticas (lacases e Mn-peroxidases) (TORRES-GARCÍA et al., 2022).

2.5. FUNGOS LIGNINOLÍTICOS

Os fungos ligninolíticos são produtores de enzimas que degradam a lignina,

um grupo de fenoloxidases que possuem um papel importante na degradação de

BFA, os mais conhecidos são os gêneros Pleurotus, Phanerochaete e Trametes

(TORRESGARCÍA et al., 2022). As enzimas ligninolíticas apresentam matrizes de

oxidoredutase com intenso potencial redox, dentre as principais incluem: a lacase, a

catalase, a lignina peroxidase, a manganês peroxidase e a peroxidase versátil. O

processo de degradação e desintoxicação destas enzimas também podem ser

aumentados por meio de outras enzimas, como a aril-álcool oxidase, quinona

redutases, lipases e outras (ASEMOLOYE et al., 2021; KUMAR, CHANDRA, 2020).

Esses fungos pertencem, geralmente, ao filo Basidiomycota, o qual se

destaca por sua importância na biodegradação de poluentes recalcitrantes como

fenóis, naftóis, bisfenóis e outros, e tem o potencial relacionado com seu rico

suprimento de lacases, tirosinases e as variadas formas de peroxidases

(MARTÍNKOVÁ et al., 2016). O processo de biodegradação envolve as enzimas

ligninolíticas extracelulares purificadas ou o cultivo de fungos ligninolíticos na

presença de BFA, na qual produzirá um coquetel de enzimas (TORRES-GARCÍA et

al., 2021).

A produção de enzimas ligninolíticas necessita de condições e meios de

culturas adequadas para o desenvolvimento do fungo. A faixa de pH de crescimento

oscila entre 4,5 e 6,5, enquanto a temperatura entre 20 e 30 °C. Quanto aos

recursos para desenvolvimento, as principais fontes de carbono e nitrogênio

utilizadas são a glicose e extrato de levedura ou peptona de caseína,

respectivamente (TORRESGARCÍA et al., 2022). Os meios de culturas também

podem ser suplementados com indutores, como o uso de CuSO4 para lacases. Após
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realizado o cultivo, as enzimas são extraídas com soluções específicas para serem

utilizadas como biocatalisadores para a degradação do BFA (DAÂSSI et al., 2016).

Torres-García et al. (2022) abordam as distintas vias metabólicas fúngicas de

degradação de BFA, por enzimas ligninolíticas, representada na figura 6 através de

diferentes cores. Contudo, ainda são poucos os estudos que relatam tais vias.

Alguns deles evidenciaram que o metabolismo do BFA se mostrou mais rápido na

presença de mediadores, como 1-hidroxibenxotriaxzol (HBT) e

2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), em comparação a quando as lacases

se encontram isoladas (KANG; KATAYAMA; KONDO, 2006).

Em experimentos realizado por Chairin et al. 2013, observou-se melhora no

desempenho de oxidação do BFA por Trametes polyzona quando adicionado

juntamente a enzima lacase purificada a um mediador redox.

(1-hidroxibenxotriaxzol). Da mesma forma, os fungos que produzem enzimas

juntamente ao BFA também são cultivados em meios de culturas complexos para o

seu desenvolvimento, e posteriormente, porções do micélio são retiradas e inseridas

em outro meio que será enriquecido com BFA para degradação (KABIERSCH et al.,

2011).
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Figura 6 - Vias metabólicas de degradação do BFA por fungos ligninolíticos

Fonte: TORRES-GARCÍA et al. (2022)

Os fungos de outros Filos também podem produzir enzimas ligninolíticas,

porém, geralmente a atividade catalítica e a expressão são diferenciadas

(BONUGLISANTOS et al., 2010).

Esses fungos podem degradar o BFA também por outras rotas metabólicas,

como relatado para o basidiomiceto Phanerochaete erréus YK-624 sob condição não

ligninolítica (não produzindo enzimas da rota lignolítica) mostra que a transformação

do BFA é monooxigenado (pelo citocromo P450) para formar hidroxi-BPA; este
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metabólito primário é então metilado para gerar dois novos compostos, metoxi-BPA

e dimetoxi-BPA (figura 7) (WANG et al., 2014).

Figura 7 - Rota metabólica de metabolismo do BFA por P. sordida YK-624

Fonte: WANG et al. (2014)

2.6. FUNGOS NÃO LIGNINOLÍTICOS

Os grupos de fungos não ligninolíticos são geralmente pertencentes ao filo

Ascomycota e conhecidos pelo processo de biodegradação por rotas intracelulares,

as quais incluem os gêneros: Aspergillus, Penicillum, Fusarium e Trichoderma. São

geralmente usados devido à capacidade de desenvolvimento em ambientes que

possuem condições extremas, como aquelas contaminadas com elementos

químicos potencialmente tóxicos, bem como a adaptabilidade a uma ampla faixa de

pH e temperatura, facilidade de quelação de íons metálicos e utilização de amplas

variedades de fontes de carbono e energia a partir de suas vias metabólicas centrais

(FOUDA et al., 2015; TORRES-GARCÍA et al., 2021).
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Chhaya e Gupte (2013) analisaram a ação da espécie Fusarium incarnatum

em determinadas condições ambientais, o resultado demonstrou que o fungo

conseguiu degradar o BFA com alta eficiência. Outro estudo realizado para

investigar a atividade de biodegradação de BFA de fungos, verificou que 11 cepas de

fungos foram capazes de degradar BFA (40 mg/L), dentre elas as cepas das

espécies: Aspergillus erréus MT-13, Fusarium mornilforme 2-2, Fusarium

sporotrichioides NFRI-1012 e Emericella nidulans MT-78, foram as que obtiveram

maior eficiência (CHAI et al., 2005)

Para a degradação do BFA, a utilização de células, esporos ou conídios de

fungos não ligninolíticos necessitam de condições de cultivo entre 25-30 °C e de

uma faixa de pH entre 5 e 6,8. Em geral, os meios de cultivos usam a glicose como

principal fonte de carbono e as fontes complexas de nitrogênio, como extrato de

malte ou extrato de levedura, bem como fontes inorgânicas, como NaNO3

(TORRES-GARCÍA et al., 2022).

Assim como acontece com os fungos ligninolíticos, o conhecimento sobre as

vias metabólicas de fungos não ligninolíticos responsáveis pela degradação do BFA

ainda são pouco elucidadas. Torres-García et al. (2022) também reúne as distintas

rotas conhecidas na literatura pelas diferentes espécies (figura 8). Em um dos

trabalhos voltados para investigar a via de degradação, analisou-se que as espécies

Aspergillus erréus e Aspergillus flavus poderiam clivar o BFA em 4,2-propanol fenol

e p-hidroquinona. Em seguida, 4-(2-proapanol) fenol se divide em 4-isopropenilfenol

e 4 hidroxiacetofenona, e esse se converte em ácido p-hidroxibenzóico que se

mineraliza (figura 9) (FISCHER et al., 2010, FOUDA et al., 2015).
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Figura 8 - Vias metabólicas de degradação do BFA por fungos não ligninolíticos

Fonte: TORRES-GARCÍA et al. (2022)
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Figura 9 - Possível via de degradação do BFA por A. terreus e A. flavus

Fonte: FISCHER et al. (2010)

2.7 DIFICULDADE PARA TRIAGEM DE FUNGOS COM POTENCIAL PARA
BIORREMEDIAÇÃO DO BFA

A biorremediação é baseada na busca e descoberta de recursos biológicos

exploráveis. Uma abordagem clássica das etapas do processo de busca e

descoberta passa pela seleção e triagem de materiais com os atributos desejados e

seleção final do(s) melhor(es) candidato(s) a partir de uma lista reduzida de opções

que culmina com o desenvolvimento de um produto comercial ou processo industrial

(BULL et al. 2000, CANHOS & MAFIO, 2023).
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Os métodos utilizados atualmente para análises do BFA não permitem um

estudo de alta eficiência na triagem microbiana. Dentre os métodos analíticos de alta

precisão e amplamente utilizados para a detecção de BFA presentes em amostras

ambientais complexas, estão descritos o uso da Cromatografia líquida de alta

eficiência (HPLC), capaz de detectar o BFA e seus compostos em uma baixa

concentração, e a Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas

(GCMS) que possui a capacidade de detecção e quantificação do BFA em meios

contendo outros componentes. Enquanto, a Eletroforese Capilar (CE) se destaca

pela rápida detecção do BFA e uma alta sensibilidade analítica, sendo capaz de

alcançar um limite de quantificação de até 0,8 ng/mL (TARAFDAR et al., 2022).

É importante ressaltar que os imunoensaios também oferecem um potencial

significativo na detecção do BFA, como é o caso do Ensaio de Imunoabsorção

Enzimática (ELISA), que possui alta seletividade e precisão ao utilizar a interação

entre antígeno-anticorpo e enzimas. Além disso, a utilização de ensaios

imunocromatográficos também tem sido empregada para a detecção do BFA, em

que nanopartículas de ouro conjugadas com anticorpos anti-BFA são empregadas

como sondas de reconhecimento, demonstrando um desempenho superior em

comparação com a primeira técnica mencionada, com a capacidade de detectar

concentrações baixas com um limite de 0,5 ppb (TARAFDAR et al., 2022).

Entretanto, no Brasil há uma dificuldade de obtenção desses ensaios de forma

comercial, especialmente devido a disponibilidade e custo elevado, dificultando a

aplicação para triagem em bibliotecas grandes.

Tarafdar et al. (2022) também aborda a utilização de sensores, os quais

oferecem vantagens notáveis em termos de precisão, seletividade e robustez na

detecção do BFA em amostras que apresentam matrizes complexas. Esses

sensores podem ser do tipo eletroquímico e se baseiam na utilização de polímeros

impressos molecularmente (MIP), os quais conferem alta especificidade para o BFA.

Outra alternativa, são os sensores baseados em aptâmeros, os quais desempenham

um papel análogo ao dos anticorpos, permitindo a captura e detecção do BFA

presente em uma determinada amostra.

Visando métodos simples e de baixo custo, que podem ser aplicados em

qualquer laboratório básico de microbiologia, a primeira metodologia avaliada no
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presente trabalho é baseada no potencial de desintoxicação do BFA usando como

bioindicador de fitotoxicidade sementes de Cucumis sativus L. Trabalhos mostraram

que essas sementes são ótimos indicadores para testes de fitotoxidades visto que a

germinação é suficientemente sensível quando expostos a substâncias tóxicas e

poluentes (WANG et al., 2001).

Os testes de fitotoxicidade são vantajosos devido à sensibilidade das plantas

a diversos compostos químicos. Além disso, as plantas são facilmente armazenadas

e manipuladas, possuem baixo custo e fácil acesso às sementes (FISKESJÖ, 1985).

Nesse sentido, o teste de fitotoxicidade baseado no índice de germinação de

sementes combina medidas de germinação de sementes e alongamento de raízes

para detectar componentes tóxicos no meio de cultivo das plantas, sendo sensível à

presença de substâncias tóxicas (DEVESA-REY et al., 2008). Dessa forma, os

ensaios de fitotoxicidade analisam o crescimento da radícula e do hipocótilo das

plantas, evidenciando a capacidade de desenvolvimento da planta em um

determinado meio, considerando a possibilidade de comprometimento dos

processos fisiológicos devido à presença de toxinas (ROCHA, 2017).

A segunda estratégia é baseada na análise do perfil de absorção da luz pelo

BFA usando o espectrofotômetro UV-VIS. SOUSA (2018) avaliou por meio do

espectrofotômetro UV-Vis a ação da lacase sobre o BFA, e detectou que os picos de

absorção de ambos os compostos (BFA e lacase) foram semelhantes pois

apresentam-se sobrepostos, assim foi utilizado o espectro de ordem zero, pela

técnica de ponto de anulação por uma varredura de 200 a 400 nm por

espectrometria derivativa, sendo possível observar a redução da absorbância do

BFA devido à sua degradação pela lacase, na região de 288 nm, pois neste

comprimento de onda da derivada não ocorreu sobreposição dos picos, sendo

possível observar apenas o BFA. Assim, a avaliação da presença da lacase no

estudo para detectar a necessidade ou não de uso da técnica de ponto de anulação

descrita por Sousa (2018).

Por fim, como indicado anteriormente, os fungos apresentam estratégias

diferentes de biodegradação do BFA baseado na produção ou não de enzimas

ligninolíticas. Neste sentido, para o estudo foram selecionados dois fungos do Filo
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Basidiomiceto (potenciais produtores de enzimas ligninolíticas) e dois fungos do Filo

Ascomiceto.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar métodos alternativos para detecção de bisfenol A (BFA), usando

ensaios de fitotoxicidade e análises da degradação por espectrofotômetro UV-Vis a

partir de cultivos dos fungos ligninolíticos e não ligninolíticos da Coleção de Cultura

de Micro-organismos de Importância Biotecnológica e Ambiental (CCMIBA) da

Universidade Federal da Integração Latino-Americana (UNILA).

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Determinar a melhor mistura de BFA que permita a suspensão da
molécula;

● Avaliar a toxicidade da suspensão de BFA sem tratamento usando
Cucumis sativus como indicador de fitotoxicidade;

● Selecionar as linhagens potenciais para biorremediação da CCMIBA;

● Reativar os fungos;

● Cultivar os fungos em meio contendo BFA;

● Avaliar a taxa de destoxificação do BFA usando Cucumis sativus como
modelo toxicológico;

● Avaliar a atividade de lacase das linhagens fúngicas selecionadas;

● Avaliar o perfil espectrofotométrico dos tratamentos fúngicos na
presença do BFA em comparação com os meios de cultivos ausentes
de fungo, somente com BFA.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

Para avaliar a degradação de BFA por fungos filamentosos, determinados

processos foram realizados conforme a metodologia estabelecida. Esses processos

que permitiram avaliar o potencial dos fungos ligninolíticos e não ligninolíticos estão

demonstrados no organograma da figura 10, a qual apresenta uma visão abrangente

do fluxo de atividades seguidas ao longo do estudo.

Figura 10 - Organograma de metodologias realizadas para avaliar a degradação de
BFA por fungos filamentosos

Fonte: Autora (2023)

4.1. PREPARO DO SUSPENSÃO DE BISFENOL A

A fim de testar a suspensão de BFA frente a variação do pH e no menor

volume de etanol absoluto, conforme Davies (2010), 0,01 g de BFA (Sigma-Aldrich),

foi adicionado em 9,46 mL de água destilada (correspondente a 1 g/L) e 0,54 mL de

etanol. O pH das misturas preparadas foram corrigidas usando NaOH e HCl, de

modo que pudessem atingir valores de pH próximos de 5, 6, 7 e 8.

Posteriormente, as misturas foram agitadas em um agitador magnético a uma

temperatura de 45°C, por 20 minutos, ou até se observar a suspensão do BFA em

pequenas partículas, de maneira que o formato sólido inicial não fosse mais visível.

Deste modo, a mistura de pH 7,6 que apresentou a melhor suspensão foi

selecionada para avaliar a toxicidade do BFA, utilizando-se Cucumis sativus como

bioindicador e para os ensaios espectrofotométricos. As demais misturas com pH
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próximos de 5, 6, e 8 não obtiveram suspensão em menores partículas,

mantendo-se com a estrutura sólida inicial do BFA.

4.2. ANÁLISE DE FITOTOXICIDADE COM CUCUMIS SATIVUS

4.2.1. TRATAMENTO PARA A EXPOSIÇÃO DAS SEMENTES

As sementes de Cucumis sativus passaram por um pré-tratamento com

solução de hipoclorito de sódio 0,1% por 20 minutos, seguidamente, foram

embebidas em água deionizada por 10 minutos e lavadas com água deionizada por

três vezes anteriormente ao uso, conforme Wang et al. (2001).

Posteriormente, os ensaios de toxicidade foram feitos usando as sementes de

C. sativus cultivadas em placas de petri, baseados nos estudos de Farias (2022).

Em placas de Petri foram colocadaos papel filtro, 15 sementes e 5 ml da solução

teste. Em seguida, as placas foram recobertas com filme plástico para evitar a

evaporação do tratamento, e armazenadas em temperatura ambiente, no escuro, ao

longo de cinco dias. Para o controle negativo foi utilizado uma solução de sulfato de

zinco (ZnSO4) (0,05 M), na qual inibe a germinação das sementes, assim

confirmando sua sensibilidade, e para o controle positivo, água destilada.

Inicialmente, foi avaliado o potencial de fitotoxicidade da suspensão de BFA

sem tratamento, para testar se a metodologia era sensível à concentração do

composto teste. Para isso, diferentes concentrações do BFA, a partir da suspensão

estoque de 0,01 g, foram avaliadas conforme a metodologia acima, sendo essas

concentrações: 10 mg/L, 50 mg/L e 100 mg/L. A concentração mínima que

apresentou toxicidade para C. sativus foi selecionada para os tratamentos de

biodegradação fúngica.

Os ensaios de fitotoxicidade foram realizados no interior de um ambiente

estéril, cabine de segurança biológica, a fim de evitar crescimentos fúngicos

decorrentes da contaminação do ar.

4.2.2. AVALIAÇÃO DA GERMINAÇÃO DAS SEMENTES

Após a incubação com as soluções testes, foram consideradas germinadas

as sementes de C. sativus que conseguiram alcançar 5 mm de comprimento em

suas radículas. A biomassa da parte aérea, as radículas e hipocótilos foram
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medidas, e por fim, foi calculado a porcentagem de inibição de acordo com a

equação 3.

(3)% 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑏𝑖𝑜𝑒𝑛𝑠𝑎𝑖𝑜)
(𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜)

4.3. SELEÇÃO E REATIVAÇÃO DOS FUNGOS

A partir do banco de dados da CCMIBA, foram selecionados fungos de

diferentes grupos taxonômicos, especialmente potenciais ligninolíticos e não

ligninolíticos, conforme o relato do potencial de degradação de BFA no trabalho de

Torres-García (2022). Posteriormente, os fungos foram reativados em Meio Extrato

de Malte por sete dias. Foram selecionados os fungos com potencial ligninolítico, o

Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 e Trametes sp. CCMIBA_2AQ, e não ligninolítico as

linhagens Aspergillus sp. CCMIBA_R056 e o Penicillium sp. CCMIBA_2G (figura 11).

Figura 11 - Linhagens fúngicas selecionadas (A) Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, (B)
Aspergillus sp. CCMIBA_R056, (C) Trametes sp. CCMIBA_2AQ e (D) Penicillium sp.
CCMIBA_2G.

Fonte: AUTORA (2023)

4.4. CULTIVO DO FUNGO NA PRESENÇA DE BFA

Para o desenvolvimento de fungos ligninolíticos, as linhagens foram

cultivadas em um meio de cultura Ágar extrato de malte (MEA) (contendo extrato de

levedura 4 g, extrato de malte 10 g, glicose 4 g e ágar 15 g em 1 L H2O), até por 10

dias. Posteriormente para obtenção do préinóculo, três discos (5 × 5 mm) de ágar

com micélio ativo foram cultivados em 20 mL do mesmo meio (sem ágar) em

agitação (130 rpm) por cinco dias a 28° C. Posteriormente, os frascos de cultura

contendo 20 ml do mesmo meio de cultura suplementado com 200 µL da suspensão

estoque de 1 g/L de BFA (concentração final nos ensaios de 10 mg/L) foram
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inoculados com os 20 mL do pré-inóculo fúngico, por sete dias a 28° C, na mesma

agitação (CHOI; SONG, 2007).

O meio de cultivo de fungos não ligninolíticos foi o meio Czapek (CY) líquido

com extrato de levedura que continha por litro de água destilada: 3,0 g de NaNO3,

1,0 g de K2HPO4, 0,5 g de KCl, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 0,01 g de FeSO4·7H2O,

0,01 g de ZnSO4·7H2O, 0,005 g de CuSO4.5H2O, 5,0 g de extrato de levedura e

30,0 g de sacarose, conforme Chai et al. (2005). O preparo do pré-inóculo seguiu o

mesmo procedimento e condições dos fungos não ligninolíticos, contudo, os frascos

foram envoltos por papel alumínio para proporcionar um ambiente ausente de luz

para o crescimento fúngico. Para o ensaio de degradação do BFA, 20 mL do

pré-inóculo foram inoculadas em 20 mL do mesmo meio de cultivo utilizado para o

seu desenvolvimento, com exceção à sacarose, adicionando 200 µL da suspensão

estoque BFA (1 g/L) como a principal fonte de carbono (concentração final nos

ensaios de 10 mg/L). Deste modo, o inóculo com BFA foi incubado em agitação (130

rpm) a 28 °C no escuro, durante sete dias

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, incluindo controle negativo

(meio de cultura suplementado com BFA, sem fungo).

Após os cultivos, os tratamentos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10

minutos. O sobrenadante foi utilizado para avaliação da enzima lacase, para os

ensaios de fitotoxicidade, conforme metodologia descrita anteriormente, e para a

análise do perfil de espectrofotometria UV-Vis.

4.5. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DA LACASE

Com o uso do mesmo sobrenadante obtido na centrifugação dos tratamentos

fúngicos, foram realizadas as análises de atividade de lacase usando

espectrofotômetro UV-Vis (weblaborsp; WUV-M51). Inicialmente, foi preparada uma

solução de 0,02% de substrato ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido

sulfônico) e tampão acetato de sódio 0,1 mol pH 4,5. Para o ensaio enzimático foram

adicionados 1,5 ml de tampão acetato de sódio 0,1 mol pH 4,5 em tubos de ensaios,

juntamente com 0,5 ml de sobrenadantes dos diferentes ensaios das linhagens

fúngicas, incluindo os controles negativos (WOLFENDEN; WILLSON, 1982). Nos
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tubos de ensaios, finalizou-se a mistura reacional com a adição de 0,2 ml do ABTS

0,02%, substrato para a ação enzimática.

Essas soluções foram transferidas para as cubetas e inseridas no

espectrofotômetro, onde foi analisada a quantidade de energia radiante absorvida,

no comprimento de onda de 420 nm, utilizando-se água destilada para zerar o

equipamento. Com os valores registrados, as soluções foram novamente

transferidas para os tubos de ensaios e incubadas na estufa durante 10 minutos, em

uma temperatura de 37 °C.

Após o tempo necessário, as reações foram mais uma vez colocadas no

espectrofotômetro e foram registrados os valores de absorbância final. Após leitura

no espectrofotômetro, a atividade enzimática da lacase foi determinada através da

equação 4 abaixo, conforme Baltierra-Trejo et al. (2015).

(4)

Onde:

U Atividade enzimática

ΔA Absorbância final - absorbância inicial.

Vt Volume total da reação (mL).

t Tempo de reação (min).

ɛ Coeficiente de extinção molar (M − 1 cm − 1 ou L mol − 1 cm − 1).

d Percurso óptico (1 cm).

Vs Volume de amostra (mL).

Df Fator de diluição.

106 Fator de correção (μmoL mol − 1)

Uma unidade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima

necessária para oxidar 1 μmol de substrato por minuto. A atividade enzimática foi

expressa em U L-1 do caldo enzimático.
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4.6. DETECÇÃO DE BFA POR ESPECTROFOTOMETRIA

A avaliação espectrofotométrica também foi realizada para verificar o

potencial de degradação de BFA pelas linhagens fúngicas por meio da análise da

solução do sobrenadante gerado na centrifugação.

A detecção utilizou o espectrofotômetro UV-Vis (weblaborsp; WUV-M51)

acoplado ao seu aplicativo UV Professional 2, o qual possibilitou a geração de

curvas de absorbância das soluções preparadas de 300 a 800 nm. Dentre as

soluções analisadas, buscou-se realizar comparações entre as curvas, para isso,

uma detecção foi realizada para suspensão estoque (mais concentrado que o

volume utilizado nos ensaios) de 0,01 g de BFA, utilizando água destilada como

parâmetro zero do equipamento.

As demais análises foram realizadas com as réplicas dos tratamentos

fúngicos que obtiveram os melhores resultados na germinação das sementes e os

seus respectivos controles negativos. Para o parâmetro zero do espectrofotômetro,

foram utilizados também seus respectivos meios de cultura sem BFA e sem cultivo

fúngico, meio MEA para fungos ligninolíticos e meio CY para fungos não

ligninolíticos.

Versão Final Homologada
20/06/2023 11:34



42

5. RESULTADOS

O estudo de métodos alternativos para triagem de fungos com potencial de

degradação de BFA iniciaram no grupo de pesquisa em 2019 por Barcellos (2019)

que avaliou o uso da espécie vegetal Allium cepa como bioindicador a partir de uma

solução estoque de BFA preparada com 10% de etanol absoluto. Contudo, a

concentração do etanol foi tóxica para a cebola e para os fungos. Barcellos (2019)

iniciou também os testes de perfil espectrofotométrico usados no presente trabalho.

Assim, o primeiro desafio do estudo atual foi encontrar uma concentração mínima de

etanol absoluto capaz de dissolver o BFA e não ser tóxico para o bioindicador. Após,

foi selecionada uma espécie diferente como bioindicador devido à dificuldade de

obtenção de Allium cepa orgânica (sem a adição de inibidores de raiz), em conjunto

com a avaliação da atividade de lacase e os perfis espectrofotométricos.

5.1. CONCENTRAÇÃO E TOXICIDADE DO BFA

A mistura contendo 5,4 % de etanol absoluto e pH 7,6 apresentou a melhor

suspensão em menores partículas e foi selecionada para avaliar qual a

concentração do BFA que apresentava toxicidade para a germinação de Cucumis

sativus.

A concentração de BFA definida para os tratamentos de biodegradação

fúngica foi 10 mg/L, onde os testes mostraram que essa quantidade resultou em

uma maior inibição do crescimento das radículas das sementes avaliadas, quando

comparada com as demais concentrações de BFA (apêndice A).

5.2. ANÁLISE DE FITOTOXICIDADE COM CUCUMIS SATIVUS

Os ensaios foram divididos em quatro lotes, sendo cada fungo

correspondente a um lote, incluindo o controle positivo, o controle negativo da

germinação (com sulfato de zinco) e o controle negativo do tratamento (meio cultura

e BFA, sem fungo). Ao final de cada ensaio de fitotoxicidade com C. sativus, todos

os valores de germinação (apêndice A) foram registrados e calculadas as médias

das quinze sementes paras as triplicatas dos tratamentos fúngicos, o controle

positivo, o controle negativo com sulfato de zinco (ZnSO4) (0,05 M) e com BFA (10

mg/L). Todos os valores estão representados na representada na tabela 1.
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Tabela 1 - Média e desvio-padrão do comprimento (cm) das radículas nos ensaios após o tempo de
incubação das sementes de C. sativus com os tratamentos fúngicos:

Controle
positivo

Controle
negativo
(ZnSO4)

Réplica A Réplica B Réplica C Controle
negativo

(BFA)
R111 2,66 ± 1,26 0,07 ± 0,18 2,1 ± 1,03 1,67 ± 0,98 2,59 ± 1,38 2,27 ± 1,13
R56 1,57 ± 1,07 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0
2AQ 5 ± 0,58 0 ± 0 0,8 ± 0,71 1,3 ± 1,17 0,5 ± 0,51 2,7 ± 0,9
2G 4,5 ± 1,42 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0,5 ± 0,33
Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, Aspergillus sp. CCMIBA_R056 Trametes sp. CCMIBA_2AQ e
Penicillium sp. CCMIBA_2G. As sementes do controle positivo foram incubadas com água destilada
esterilizada, e para o controle negativo (zinco) do tratamento, apenas com sulfato de zinco (ZnSO4)
(0,05 M). Enquanto que o controle negativo (BFA), foram somente incubadas com meio de cultivo
com BFA, sem fungo.

O controle positivo em que as sementes foram incubadas somente com água

destilada, se observou uma grande variação nos valores de germinação, como pode

ser observado na média (tabela 1). Bem como em determinados lotes, houve uma

variação com até 4,5 cm de diferença entre os maiores e menores comprimentos de

radículas, indicando que a taxa de crescimento só pode ser comparada dentro do

seu lote de estudo e não extrapolando a comparação para os outros lotes. Apesar

dessa variação, o controle negativo com sulfato de zinco confirmou a sensibilidade

das sementes. Entretanto, o controle do tratamento não reduziu a germinação nos

ensaios com meio MEA, meio de cultura dos basidiomicetos.

Além das médias de comprimento de germinação, também foram

determinados os percentuais de inibição das sementes de C. sativus, expressos na

tabela 2, quanto menor a % de inibição, maior a atividade de desintoxicação do BFA.

Tabela 2 - Percentual de inibição (%) de germinação das sementes de C. sativus dos ensaios após
período de incubação das sementes de C. sativus com os tratamentos fúngicos:

Controle negativo
(ZnSO4)

Réplica
A

Réplica
B

Réplica
C

Controle negativo
(BFA)

R111 97% 21% 37% 3% 15%

R56 100% 100% 100% 100% 100%

2AQ 100% 84% 74% 90% 46%

2G 100% 100% 100% 100% 89%
Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, Aspergillus sp. CCMIBA_R056 Trametes sp. CCMIBA_2AQ e
Penicillium sp. CCMIBA_2G. As sementes do controle positivo foram incubadas com água destilada
esterilizada, e para o controle negativo (zinco) do tratamento, apenas com sulfato de zinco (ZnSO4)
(0,05 M). Enquanto que o controle negativo (BFA), foram somente incubadas com meio de cultivo
com BFA, sem fungo.
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Os percentuais de inibição em sementes tratadas com as linhagens fúngicas

também se mostram bastante variáveis. Em determinados ensaios, as sementes não

atingiram um comprimento significativo em suas radículas, sendo consideradas não

germinadas, como nos lotes de tratamento fúngico Aspergillus sp. CCMIBA_R056 e

Penicillium sp. CCMIBA_2G, nos quais as sementes apresentaram 0 cm de

comprimento de radículas e consequentemente, 100% inibição na germinação. Por

outro lado, também foi possível verificar uma variação da inibição de germinação em

determinados lotes, como no caso do Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, o qual

apresentou um valor de apenas 3% a 37%, com alto desvio padrão.

Como já indicado pelo tamanho das radículas, conforme a tabela 2, é possível

identificar que para os fungos com potencial ligninolítico (R111 e 2AQ), a inibição foi

maior nos tratamentos do que no controle negativo com BFA.

Diante da ausência efetiva de diminuição da inibição de germinação, não foi

utilizado nenhum método estatístico para os ensaios de toxicidades.

5.3. ATIVIDADE DA LACASE

A avaliação da atividade da lacase realizada mostrou que não houve a

presença da enzima nos quatro tratamentos fúngicos.

5.4. AVALIAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA PARA DETECÇÃO DE BFA

Por meio da análise espectrofotométrica, foi observado que a suspensão

estoque de 1g/L de BFA (em água e 5,4% de etanol absoluto) apresentou um pico

de absorbância no comprimento de onda de 211 nm (figura 12) que possivelmente

corresponde ao BFA, como descrito por Nugroho et. al (2019) em que a área de

absorção de compostos de BFA está na faixa entre 200 nm e 300 nm, sendo o

máximo de absorbância em um comprimento de onda de aproximadamente 214 nm.
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Figura 12 - Espectro de absorção do BFA na suspensão estoque de 1 g/L BFA
preparado com água e 5,4 % de etanol absoluto. A região circulada indica o pico de
absorção a 211 nm.

Fonte: AUTORA (2023)

O controle negativo do ensaio com o Bjerkandera sp. CCMIBA _R111

apresentou um pico no comprimento 212 nm (figura 13), região próxima do pico

observado no espectro suspensão estoque. Enquanto, o espectro do tratamento

fúngico não mostrou absorbância acentuada no comprimento de onda de 212 nm,

ausência essa que pode estar relacionada com a degradação do BFA pelo

crescimento fúngico. A absorbância em 212 nm para controle negativo e o

tratamento com Bjerkandera sp. CCMIBA _R111 foram ABS212 = -0,079 e ABS212 =

-0,211, respectivamente. Os valores são negativos devido à alta absorção de outro

componente do meio na faixa de 340 a 370 nm e/ou devido à baixa concentração

dos BFA nos ensaios. Contudo, - 0,211 significa menor absorção de luz do que

-0,079, ou seja, menor presença do componente, redução de 0,132 da ABS212.
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