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RESUMO

Utilizou-se cinco linhagens fingicas ndo identificadas (710, 870, 898, 984 e 1040),
doadas pela Fundagao Tropical André Toselo. Assim, a seguinte identificagdo para tais
linhagens, Acremoniun sp (710), Trichoderma sp (870), Fusarium sp (898), Aspergillus
sp (984) e Verticillium sp (1040), foi proposta, apés visualizagdo das caracteristicas
macroscopicas e microscopicas. Utilizou-se como fonte de carbono principal os seguintes
HAPs: naftaleno (0,5%), antraceno (0,1%), pireno (0,05%) e benzo[a]pireno (0,05%). As
linhagens cresceram em meio liquido onde variou-se o tamanho do inéculo, para verificar
o efeito deste na biodegradagio dos compostos. Micélio de 1 ¢m® contendo esporos, foi
utilizado como inéculo, onde foi adicionado pedacos de 1 em”, 2 x 1 em®e 3 x 1 ecm® a0
meio liguido base contendo os HAPs. Apds 5 e 10 dias de cultivo os sobrenadantes foram
coletados e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A melhor
degradacdo (’%00 — 65,0%), para naftaleno, antraceno e pireno, foi obtida quando o
micélio de 1 cm” foi utilizado como moculo Entretanto para benzo[a]pireno (81,0 - 87,0
%), foi na presenga de inéculo de 3 x 1 ecm’. Observou-se também que aumentando-se a
concentragdo dos HAPs (adicionado junto com o inéculo ou no 3° dia de cultivo), ocorreu
uma diminui¢do ou completa inibicio do crescimento das linhagens, principalmente
quando adicionado juntamente com o inéculo. Apéds sele¢io do melhor tamanho de
indculo para biodegradagdo, as linhagens foram crescidas nos HAPs e incubadas por um
periodo de 30 dias, retirando-se amostras com 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 dias de cultivo.
Apos esse periodo foi determinado a produgao das enzimas ligninoliticas, biosurfactantes,
citocromo P-450 (cit P-450) e degradagdo. As linhagens foram capazes de crescer e
degradar os HAPs, mesmo os mais complexos como pireno e benzo[a]pireno, sendo que a
porcentagem de degrada¢do, producio de enzimas ligninoliticas, produgio de cit P-450 e
biosurfactantes, variou de acordo com a linhagem, fonte de carbono ¢ dia de crescimento.
Para todas as quatro fontes de carbono utilizadas os melhores resultados foram quando da
adi¢ao dos compostos no 3° dia de cultivo e a enzima ligninolitica manganés-peroxidase
(MnP) foi a enzima predominante. Com o tamanho do inéculo e o melhor periodo de
biodegradagiao selecionados, verificou-se o efeito da a¢do de acido hdmico na degradacio
dos HAPs. Para tanto as linhagens foram crescidas no meio de cultivo, onde os HAPs
foram adicionados ao meio somente no 3° dia do crescimento fiingico, e o dcido himico
(0,01%) foi adicionado ao meio tanto junto com o inéculo como no 3° dia de crescimento.
Observou-se que a degradagdao dos HAPs foi menor, podendo ser devido ao fato das
linhagens primeiramente utilizarem o dcido himico como substrato e nio os HAPs. A
degradacdo de HAPs em solo pelas linhagens 984 (Aspergillus sp) e 1040Aticilium sp),
foi também delermmada e para isso contaminou-se o 5010 com os HAPs na concentracao
de 5 mg de nattaleno g de solo; 1,0 mg de antraceno g de solo e 0,5 mg de pireno e/ou
benzo[a]pireno g de solo. Estas linhagens foram inoculadas em 2 por¢des de solo, uma
autoclavada e outra ndo autoclavada, cultivando-se por um periodo de 2, 4, 6 e 8 semanas.
Apos esse perfodo os HAPs foram extraidos do solo e verificou-se a degradagdo por
CLAE. Verificou-se que as linhagens apresentaram comportamento diferente quando
inoculadas no solo autoclavado e ndo autoclavado e também quando se variou o substrato.
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ABSTRACT

The five fungal strains used is this work, namely 710, 870, 898,984 and 1010,
were a gift from Fundag@o Tropical André Toselo, and were isolated from soil samples
collected at the Jureia-Itatins Ecological Reserve. Following microscopically
examinations these strains were classified as Acremoniun sp. (710), Trichoderma sp.
(870), Fusarium sp. (898), Aspergillus sp. (984) and Verticillium sp. (1040). The
following Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs): naphthalene (0,5%), anthracene
(0,1%), pyrene (0,05%) and benzo[a]pyrene (0,05%), were used throughout this work, as
the carbon source. These fungi were grown in liquid medium with varying inoculum
amounts, to determine the effect of the size of the inoculum on the biodegradation of the
PAHs. Pieces of mycelia of lcm, 2x1 cm?” and 3x1cm” were used for each PAH and after
5 and 10 days of cultivation the supernatants were collected and degradation was
determined by reverse phase high performance liquid chromatography (HPLC). The best
degradation (30.0 — 65.0%), for naghthalene, anthracene and pyrene, were obtained when
the inoculum size used was 1 cm”. However, for benzo[a]pyrene, the best degradation
(81.0 — 87.0%), was achieved with 3 x lem® mycelium pieces. It was also observed that
increasing the concentration of the PAHs (added together with the inoculum or on the 3rd
day of each fungal growth), a reduction on growth or complete inhibition of growth
occurred. This negative effect on growth was more accentuated when the PAHs were
added together with the inoculum. The strains were then cultivated in the PAHs, added on
the 3" day of growth, and incubated for a total period of 33 days, with samples consisting
of duplicates of Erlenmeyer flasks collected on days 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 and 30. The
presence of ligninolityc enzymes, biosurfactants, cytochrome P-450 (cit P450) and the
degradation of the PAHS were determined. The results showed that the strains were able
to grow and degrade the PAHs, as complex as pyrene and benzo[a]pyrene, and the
percentage of degradation, the production of ligninolytic enzymes, cit P-450 and
biosurfactants, varied with the strain, the carbon source and with the day of growth.
Manganese-peroxidase was the predominant enzyme produced by the five fungi. The
effect of humic acid on biodegradation the PAHs was determined in liquid medium were
the PAHs were added on the third day of growth and the humic acid (0.01%) was added
together with the inoculum or and on the third day of growth. A decrease on the
degradation of the PAHs was observed, and it is suggested that the strains used the humic
acid preferentially to the PAHs. The degradation of PAHs in soil contaminated with the
PAHs (5 mg naphthalene/g soil; 1,0 mg anthracene/g soil and 0,5 mg pyrene and/or
benzo[a]pyrene/g soil), was verified using the fungal strains 984 and 1040. These strains
were inoculated into two portions of soil, sterilized and non- sterilized, and cultivated for
2, 4, 6, and 8 weeks, when the PAHs were extracted from the soil and the degradation
was determined by HPLC. Degradation varied with the strains and also with the soil
treatment.
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Degradagdo de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HAPs) sdo um grupo de compostos formados
durante a combustdo incompleta de material organico, como no caso da queima da madeira e de

6leos combustiveis.

Desde o inicio da revolucdo industrial, uma grande variedade de poluentes aromaticos,
vém sendo introduzidos no ambiente pelas atividades antropogénicas. A persisténcia desses
compostos no meio ambiente tem causado grande alarme piblico devido a toxicidade,

mutagenicidade e bioacumulag¢do em organismos superiores (LIVINGSTONE, 1993).

O problema dos compostos recalcitrantes estd relacionado com a bioconcentragiao e
conseqiiente biomagnificagdo de muitas moléculas xenobidticas. Compostos xenobidticos podem
ser definidos como compostos liberados no meio ambiente pela agdo humana. O interesse por
este estudo comegou quando muitas moléculas organicas sintetizadas pelo homem tornaram-se
persistentes no meio ambiente (MULLER, 1992). Este fendomeno é responsdvel pela alta
concentragio de compostos orginicos lipofilicos e persistentes encontrados nos organismos,
especialmente naqueles presentes no topo da cadeia alimentar. A toxicidade associada com estes
compostos tem levado a um questionamento publico, especialmente no caso dos pesticidas, que

foram indiscriminadamente utilizados (LIVINGSTONE, 1993).

A contamina¢io de alimentos por HAPs se deve principalmente a poluigio do ar e da

- \

dgua, a sua presenga em solos e sedimentos e a certos tipos de processamento como defumagdo,
torrefacdo e secagem pelo calor de combustio direta da madeira, que contaminam, por exemplo,

carnes, queijos, graos, cereais, café e 6leos vegetais (CAMARGO, 2000).

A biorremediagio, ou seja, a utilizagdo de microrganismos na degradagdo de poluentes
ambientais ¢ no tratamento de rejeitos agroindustriais estd emergindo como uma tecnologia
alternativa para remocido de poluentes do meio ambiente, restaurando lugares contaminados e
prevenindo a recontaminagdo. O uso de técnicas de remediagdes incluem remogio ou incineragao
do local contaminado ou “land-filling”. Estas técnicas sdo pouco aceitas, pois o custo € alto e o
meio ambiente pode sofrer com esses tratamentos. Por isso a biorremediagao ¢ uma alternativa

para a descontaminagdo desses locais (CANET et al.,2001).
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O principal objetivo do estudo do metabolismo de xenobidticos ¢ a utilizagdo de
microrganismos para remocdo de poluentes toxicos de ambientes naturais por meio da
biodegradagao. Os fatores ambientais sao limitantes para o metabolismo microbiano e o proposito
da biorremediagdo ¢ otimizar estes fatores para que a mineralizagio ocorra mais facilmente

(DAUDABARAS & CHAKRABARTY, 1992).

A utilizagdo da tecnologia aplicada na biorremediagdo tem se intensificado
consideravelmente devido a sua alta eficiéncia, baixo custo e minima agressividade ambiental,

quando comparada com processos fisicos ¢ quimicos (SHELTON et al., 1996).

Alguns microrganismos como os fungos sdo capazes de degradar a lignina e compostos
estruturalmente relacionados pela produgido de enzimas extracelulares como lignina-peroxidase
(LiP), manganés-peroxidase (MnP) e lacases; e de enzimas ligadas & membrana como as enzimas
da familia do citocromo P-450. O mecanismo exato pelo qual os polimeros de lignina sio
despolimerizados e mineralizados ndo é completamente conhecido. Sendo a lignina um polimero
com ligagdes aleatdrias, o sistema envolvido em sua degradagdo, deve também agir ndo
especificamente. Assim, ndo ¢ surpresa que o sistema ligninolitico destes fungos também atuem
em uma grande variedade de poluentes aromaticos (BUMPUS et al., 1985; BUMPUS & AUST,
1987; AUST, 1990; GONZALEZ, 1990; PICKARD et al., 1999; CAMERON et al., 2000).
Estudos na biodegradacido de HAPs tem utilizado fungos de decomposi¢do branca como
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus e  Trametes versicolor. Esses fungos
conseguem degradar HAPs com cinco anéis aromdticos e descontaminar solos e sedimentos
poluidos com estes compostos. Fungos ndo ligninoliticos, como Cunninghamella elegans,
Penicillum janthinellum e Syncephalastrum sp, podem transformar uma variedade de HAPs,
incluindo pireno, criseno e benzo[a]pireno para metabdlitos polar (BARCLAY, et al., 1995;
ANDERSOM & HENRYSSON, 1996; KIEHLMANN et al., 1996; WUNDER et al., 1997;
BOONCHAN et al., 2000).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO

O médico inglés, Percival Pott, em 1975 observou que os limpadores de chaminés
apresentavam alta incidéncia de cincer de prostata (IARC, 1985). Cientistas japoneses, em 1912,
observaram que o alcatrdo da hulha aplicado em orelhas de coelhos e camundongos induzia a
formagdo de tumores malignos. Estas observagdes estimularam os estudos quimicos ¢
toxicolégicos do alcatrdo, possibilitando a descoberta dos hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos (HAPs) (BARTLE, 1991).

Na década de 30, foi isolado do alcatrdo o benzo[a]pireno. Este hidrocarboneto, devido ao seu
elevado potencial carcinogénico, passou a ser o composto mais estudado dentre os HAPs e tem
sido utilizado como um indicador arbitrdrio da contaminagdo de diferentes tipos de alimentos por

outros hidrocarbonetos (ROE, 1993; WALLER, 1994).

2.2. PROPRIEDADES GERAIS DOS HAPs

Os compostos aromdticos sdo a segunda familia de constituintes organicos mais
abundantes presentes na biosfera, depois dos carboidratos. As fontes naturais mais importantes
desses compostos sdo polimeros pobremente biodegraddveis como lignina, taninos condensados,

humus e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) (FIELD et al.,1993).

Os HAPs representam uma classe de compostos orginicos constituidos de anéis de benzeno
unidos, € que sdo comuns em produtos e sub-produtos do carvao. Eles sdo poluentes de ampla
distribui¢iio na atmosfera sendo relativamente resistentes a biodegradagio, podendo se acumular
em niveis substanciais no ambiente. Uma vez que alguns HAPs sdo carcinogénicos, a presenga no
meio ambiente desses compostos, pode apresentar um perigo potencial a satide. Ha mais de 70
compostos classificados como HAPs contendo 2 ou mais anéis aromaticos, sendo encontrados em
uma grande variedades de solos e sedimentos. Quantidades significativas estao presentes em
efluentes industriais ¢ domésticos, podendo causar problemas no tratamento de dguas. Outra
fonte é o derramamento de hidrocarbonetos; as fragdes aromadticas e alifiticas mais
biodegradéveis sdo removidas, deixando as fragdes mais resistentes, as quais incluem os HAPs e
podendo submergir e se tornarem poluentes permanentes de oceanos, lagos e rios. Os HAPs sdo

produzidos em grandes quantidades a partir de operagdes de cozimento e processos de

-3
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gaseificagdo usando carvdo e a partir de outras fontes de combustdo incompleta como de fumagas
de veiculos, queima de lixo e emissdo industrial. Estes compostos também podem ter origem
natural em depositos de carvdo, a partir de arométicos naturais como os terpenos, esteroides e
quinonas de plantas as quais se volatilizam e se condensam com os HAPs. As ligninas também
podem progressivamente se¢ decompor a substancias himicas e estas se tornam abundantes
durante o processo de maturagdo do carvdo ou depdsito de carvdo, podendo eventualmente
produzir HAPs. Assim, os HAPs sdo principalmente de origem antropogénica, mas também tém
origens geologica e bioldgica natural (FREEMAN & CATELL, 1990; HIGSON, 1991; GERIN et
al., 1993).

Os HAPs apresentam elevada solubilidade em solventes organicos e baixa solubilidade em
agua (ANDELMAN & SUESS, 1970). No entanto, na presenga de outros compostos orginicos e
de detergentes anidnicos, a solubilidade em dgua pode aumentar facilitando sua mobilidade para

0 melo ambiente e passagem para a cadeia alimentar (LO & SANDI, 1978; CAMARGO, 2000).

2.3. TOXICIDADE DOS HAPs

Os HAPs sdo substancias potencialmente carcinogénicas, que pertencem a classe dos pro-
carcinogénicos, necessitando de ativagdo metabolica para formar o carcindgeno ativo (IARC,

1983; SHIELDS, 1993; VON SZENTPLAY & SHAMOVSKY, 1995).

Os HAPs liberados no meio ambiente encontram-se em uma mistura complexa. Dezesseis
compostos (Fig. 1), tem sido identificados como poluentes prioritdrios pela Agéncia de Protegio
Ambiental dos Estados Unidos “USEPA”, devido a sua toxicidade, mutagenicidade e

caracteristicas carcinogénicas (VARANASI, 1989).

Duas classes de HAPs podem ser diferenciadas baseando-se nas suas propriedades e massa

molar:
. HAPs de baixa massa molar com dois ou trés anéis aromadticos e,
2. HAPs de alta massa molar com quatro ou mais anéis aromaticos.

A primeira classe nao apresenta toxicidade significativa, enquanto na segunda classe
encontram-se HAPs com potencial carcinogénico (BUDZINSKI, et al., 1997; TRAPIDO, 1999;
YANG, 2000)
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2.4. BIODEGRADACAO DE HAPs

Os HAPs sdo compostos hidrofobicos e sua persisténcia no meio ambiente ocorre devido
principalmente a baixa solubilidade em dgua. Eles se associam rapidamente aos sedimentos, onde
tornam-se resistentes até serem degradados (HITES et al., 1977, MEANS et. al., 1980). A
lipofilicidade, persisténcia ambiental e genotoxicidade aumentam com o tamanho da molécula
(JACOB et al., 1986; MILLER & MILLER, 1981). Estudos tém demonstrado que a degradagio
microbiana de HAPs ¢ o principal processo de descontaminag¢ao de sedimentos e superficies de
solos (SIMS et al., 1990). Esses compostos podem ser totalmente degradados (mineralizados) ou
ser parcialmente transformados por uma comunidade de microrganismos ou por um Gnico

microrganismo (CERNIGLIA, 1984; CERNIGLIA & HEITKAMP, 1989).

O metabolismo de HAPs por culturas puras de microrganismos e transformagoes
cometabdlicas por comunidades microbianas mistas tem sido estudado desde os anos 80.
Entretanto, para a biorremediagdo ser considerada uma tecnologia viavel na descontaminagdo de
locais poluidos por HAPs, precisa-se entender mais sobre os microrganismos, processos
enzimaticos ¢ as condigdes ambientais necessdrias para a otimiza¢do na degradagdo desses
compostos (SINGLETON, 1994). As principais descrigdes do metabolismo de HAPs estdo

descritos abaixo:

e Uma grande variedade de bactérias, fungos ¢ algas tem a capacidade de metabolizar HAPs.
Geralmente a taxa de degradag@ao destes compostos € inversamente proporcional ao niimero
de anéis da molécula. Assim, HAPs de baixa massa molar sdo degradados mais facilmente

que HAPs de alta massa molar (CERNIGLIA & HEITKAMP, 1989).

e A degradagido microbiana de HAPs como naftaleno, fenantreno, antraceno e acenafteno tem
sido documentada e as vias bioquimicas elucidadas (CERNIGLIA, 1984; CERNIGLIA et al.,
1992). Pouco se conhece sobre os microrganismos capazes de degradar HAPs de alta massa
molar utilizando-os como unica fonte de carbono e energia (MUELLER et al., 1990;

WALTER et al., 1991).

e Os mecanismos de biodegradagao, tanto para procaridticos como para eucarioticos, requerem
a presenga de moléculas de oxigénio para iniciar a degradagdo enzimatica nos anéis de HAPs

(CHAPMAN, 1979; GIBSON & SUBRAMANIAN, 1984). Outros sistemas enzimaticos,

-
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como a metano-oxigenase sdo também importantes no catabolismo de HAPs (COLBY et al.,
1977, 1978; DALTON et al., 1981; VOGEL & GRBIC-GALIC, 1986; GRBIC-GALIC &
VOGEL, 1987).

e A degradagdo microbiana em ambientes aqudticos e terrestres ¢ influenciada fortemente por
uma grande variedade de fatores bidticos e abiéticos que incluem: temperatura, pH, tipo de
solo, aeracdo, nutrientes, profundidade, adaptagdo microbiana, exposi¢do prévia ao composto,
toxicidade do sedimento, propriedades fisico-quimicas dos HAPs, concentragao destes
compostos e fatores sazonais (WANG et al., 1990; MANILAL & ALEXANDER, 1991;
ATLAS, 1991).

2.5. FATORES AMBIENTAIS QUE AFETAM O METABOLISMO DOS HAPs

Os fatores ambientais, descritos a seguir, podem afetar a degradag@o dos xenobidticos de
diversas maneiras tais como: inibi¢do do crescimento do microrganismo e disponibilidade do

xenobidtico, entre outras:
e pH:

Estudos na degradagao de xenobiéticos em laboratério sio realizados em valores de pH
neutro. Como existem muitos ambientes dcidos ou alcalinos, uma grande drea de pesquisa pode
ser o isolamento de microrganismos que possuam a capacidade de degradar xenobidticos em

ambientes que apresentem valores de pH extremos (SINGLETON, 1994).
e Temperatura:

Muitos microrganismos isolados e jd estudados degradam os xenobidticos otimamente
desde que em temperaturas meséfilas. A capacidade em degradar xenobidticos sob temperaturas
superiores ou inferiores a 25°C - 30°C, € restrita. Por isso tenta-se selecionar microrganismos que
tenham a capacidade de degradar estes compostos em temperaturas variadas, isto €, diferentes da

mesdéfila (SINGLETON, 1994).
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¢ Biodisponibilidade:

Um dos principais fatores que afetam a biodisponibilidade de xenobidticos € sua sor¢ao na
particula da matéria. A efetiva remogao de um composto da solugdo pode significar que este ndo
esteja disponivel para a degradacao. Isto € especialmente importante quando estd se considerando
a degradagao em solos. Uma variedade de fatores, incluindo a intera¢do dos minerais e a matéria
organica do solo afetam o grau de sor¢do dos xenobidticos ao solo (ZIERATH et al., 1980;
MEANS, et al., 1980). Esta drea ¢ complexa, uma vez que os diferentes compostos tém
afinidades variadas aos constituintes do solo. Por exemplo, contaminantes organicos ndo 16nicos
como o naftaleno ndo ¢ absorvido por superficies minerais hidratadas, mas interage fortemente
com o carbono organico. Os microrganismos também apresentam caracteristicas diferentes, e tem
sido demonstrado que, enquanto um xenobidtico pode ndo estar disponivel para um
microrganismo, pode estar disponivel para outro e assim ser degradado (GUERIN & BOYD,

1992).

Outro fator determinante da biodisponibilidade de uma particula poluente é sua
solubilidade em agua, o que sugere que a baixa solubilidade limita o transporte do poluente na
c€lula microbiana, diminuindo efetivamente a sua degradagiao (MILLER & BARTHA, 1989).
Para vencer este problema pode utilizar microrganismos produtores de surfactantes biologicos
(biosurfactantes) ou a utilizagdo de surfactantes sintéticos (detergentes), que aumentam a
dispersdo na fase aquosa dos compostos organicos toxicos e melhoram sua degradagao (ZHANG

& MILLER, 1992).
e Nutrientes:

Alguns microrganismos conseguem degradar xenobidticos com dois ou trés anéis
aromaticos, como naftaleno, antraceno e fenantreno utilizando-os como tinica fonte de carbono.
Entretanto ndo ha relatos de microrganismos capazes de degradar xenobidticos com quatro ou

mais anéis aromaticos sem a presen¢a de outra fonte de carbono mais facilmente assimildvel

(CERNIGLIA & CROW, 1981; LAUNEN, et al., 1995).
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¢ Disponibilidade de Oxigénio:

A degradagdo de xenobidticos pode ocorrer tanto em condigdes aerdbias como anaerdbias
(REINEKE & KNACKMUSS, 1988: EVANS & FUCHS, 1988; NEILSON, 1990
HAGGBLOOM, 1992). Como pode ocorrer contaminagdo por estes compostos em  vdrias
camadas profundas do solo, onde a concentragao de O, € limitada, € de se esperar que a procura
de microrganismos capazes de degradar xenobidticos sem a presenga de oxigénio seja de grande

importancia.

Virios grupos de pesquisas tém demonstrado que os fungos ligninoliticos de
decomposi¢iio branca sio capazes de degradar HAPs e possuem potencial para a biorremediagao
de solos e sedimentos contaminados por estes (BUMPUS, 1989; AUST, 1990; CAMERON et al.,
2000).

Encontra-se na literatura trabalhos sobre a biodegradagio de HAPs por fungos de
decomposi¢io branca e os metabdlitos formados apds esta degradagdo. O fungo mais estudado,
Phanerochaete chrysosporium, produziu lignina-peroxidase extracelular que ndo s6 degradou
compostos relacionados a lignina, mas também catalisou a oxidagdo evolvendo um elétron de

HAPs para quinonas (BUMPUS et al., 1985).

BUMPUS (1989), verificou a habilidade do fungo de decomposi¢io branca P.
chrysosporium em degradar os HAPs, presentes em 6leo de antraceno, fluoreno (54 mg gh),
fenantreno (172 mg g '), antraceno (32 mg g’"), carbazole (18 mg g, fluorantreno (74 mg ghe
pireno (37 mg g']), na porcentagem de 98%, 95%. 98%, 98%, 74% e 80%, respectivamente,
depois de 27 dias de incubagio. Ele relacionou esta degradagdo com as enzimas ligninoliticas

produzidas por este fungo.

BARCLAY et al. (1995), estudando a biodegradacio e sor¢cao de HAPs por P.
chrysosporium observou que a producio de LiP ndo se correlacionava com a mineralizagdo dos
HAPs. Desse modo os autores concluiram que a produgido de LiP ndo estd necessariamente
envolvida com a biodegradacdo de todos os HAPs, por este fungo. Um fator significante na
biodegradagiio destes compostos e/ou desaparecimento destes dos meios de cultura pode ser o

fendmeno de sorg¢ao.
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O antraceno (10 mg L™, incubado por um periodo de 28 dias) foi degradado por fungos
como P. chrysosporium BKM-F-1767 (92,6%), Trametes versicolor ATCC 20869, Bjerkandera
adusta CBS 595.78, Ramaria sp. 158, Polyporus pinsitus CBS 678.70, Trametes sp. 11, 41, 39,
Agaricales, Bjerkandera sp. 55, Deadaleopsis confragosa GM2 e Stereum sp. (99,2%).
Linhagens do género Bjerkandera, Phanerochaete, Ramariai e Agaricales converteram
eficientemente o antraceno a antraquinona como metabdlito final. Linhagens pertencentes ao
género Trametes degradaram antraceno sem acumular antraquinona (FIELD et al., 1992). Os
maiores metabolitos de fenantreno sio seus derivados monohidroxilados (MUNCNEROVA &

AUGUSTIN, 1994).

O fungo ndo ligninolitico Cunninghamella elegans metaboliza HAPs para compostos que sdo
menos mutagénicos que os compostos originais. Embora C. elegans inicialmente metabolize
HAPs para frans-diidrodiois, fendis, quinonas e epdxis dihidrodidis, outros compostos como
sulfato glicurénico e conjugados glicosideos tém sido identificados como produtos de
detoxificagdo destes metabdlitos primarios (Fig 2). Estudos em laboratérios tem indicado
similaridade bem como diferengas entre a oxidagdo fingica ¢ mamifera de HAPs. As vias
metabolicas fingicas t€ém mostrado uma maior tendéncia para a detoxificagdo do que para

bioativacdo, que ocorre comumente em mamiferos (CERNIGLIA et al., 1985);

RAVELET et al. (2000), isolaram e identificaram fungos capazes de degradar pireno (10 mg
L"), em meio liquido no periodo de dois dias. Entre as 41 espécies isoladas, 10 mostraram
capacidade de degradar este composto (> 2,4 mg L), sendo dois zigomicetos, 6 deuteromicetos,
I dematiacea e 1 esfaerosidale. Entre essas linhagens encontram-se 9 que ainda nao tinham sido
reportadas na literatura e mostraram real valor na biorremediagio de HAPs. Esta selegdo
confirma que a degradagdo de HAPs por fungos depende muito do seu género (KRIVOBOK et
al., 1998).

- 10 -
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FIGURA 2: Vias metabdlicas para o catabolismo microbiano (CERNIGLIA, 1992)

RAVELET et al. (2001), estudou a degradagdo de pireno por Mucor racemosus var.
sphaerosporus e Phialophora alba no solo, com e sem adigdo de glicose como nutriente ou fonte
de carbono. durante 90 dias. Os resultados mostraram que estes fungos apresentaram diferentes
habilidades para degradar este composto. P. alba aumentou a degradag@o do pireno em 9 vezes
quando comparado com a microflora nativa, mas a adigdo de glicose inibiu a degradacio de

pireno. M. racemosus var. Sphaerosporus nio foi eficiente na biodegradagao.

2.6. HAPs EM ALIMENTOS

Os HAPs ocorrem como contaminantes em diferentes grupos de alimentos, incluindo
vegetais, frutas, carnes, oleos e gorduras, graos, bebidas. alimentos grelhados, torrados e de
origem marinha (HOWARD & FAZIO, 1980: GRASSO. 1984; LARSSON, 1986; BARTLE,
1991; CAMARGO, 2000).

w1 s
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Alimentos defumados

Devido a combustdo incompleta dos componentes da madeira, os quais geram grandes
quantidades de HAPs, produtos defumados sao contaminados com hidrocarbonetos (LARSSON,

1986; BARTLE, 1991).
Alimentos grelhados

LARSSON (1986), avaliou a contaminagdo de alimentos grelhados por HAPs apds analisar
carnes assadas sobre grelha. A gordura derrete pelo calor do fogo, pirolisa e retorna na forma de

fumaga, carregando os compostos carcinogénicos, que contaminam a carne. Quanto maior o teor
de gordura maior ¢ a contaminagio por HAPs (GREENBERG ef al., 1993; NOLL & TOLEDO,
1997).

Vegetais e frutas

Os niveis de HAPs presentes nos vegetais e nas frutas dependem, principalmente, da
localizagdo das dreas de cultivo. As particulas de poluigdo do ar se depositam na superficie dos
vegetais e das frutas, concentrando-se na camada de céra, através da adsor¢do superficial
(COATES et al., 1986; LARSSON, 1986). Dessa forma, os teores de HAPs encontrados nas
superficies dos vegetais ou na casca das frutas serdo maiores do que nos tecidos internos. As
plantas com maior drea superficial de exposi¢do sdo as mais susceptiveis a4 contaminac¢do, como

no alface e na couve (LARSSON, 1986).
Cereais

Além da contaminagio ambiental e do solo, a secagem, processo no qual gases de combustdo
sao aplicados, também ¢ responsavel pela contaminagdo dos graos com HAPs (LARSSON et al.,
1991).

Oleos e gorduras
De acordo com LARSSON (1986), as principais fontes de contaminag¢do do 6leo sdo:
- absor¢do pelas plantas oleaginosas a partir dos solos contaminados;
- contaminagdo de planta oleaginosas pela poluigdo atmosférica;

- secagem direta das sementes com gases de combustio; e,

- 12 -
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- absorgio de solventes a base de petréleo usados na extragdo do oleo

Os teores de HAPs em alimentos gordurosos variam muito, dependendo, da origem dos
oleos e das sementes e da forma de extragdo. CAMARGO & TOLEDO 2000, analisando
margarinas, cremes vegetais e maioneses encontraram 8 HAPs (fluoranteno, pireno,
benzo[alantraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno e
dibenzo[ah]antraceno), em concentragdes médias na faixa de 1,0 - 21,7 ug Kg'. Os niveis de

benzo[a]pireno em margarinas variaram entre 1.7 € 3,9 ug Kg."

2.7. BIOSURFACTANTES

Surfactantes sdo compostos que se acumulam na fase gas/liquido, liquido/liquido e
liquido/sélido. Assim, todos surfactantes possuem dois componentes distintos na estrutura
molecular. Uma parte pouco solivel em dgua (hidrocarboneto) chamada de hidrofébica ou grupo
lipofilico, sendo constituida de cadeias alquil com 8 — 10 carbonos ou um grupo alquilaril. A
outra parte da molécula, a qual é solivel em dgua, é chamada de grupo hidrofilico. Os
surfactantes sdo classificados de acordo com a natureza da carga de sua parte polar. Os
surfactantes anibnicos sido carregados negativamente devido a um grupo sulfonico. Os nao
idnicos possuem constituintes ndo idnicos e a maioria sdo produtos de polimerizagao de 1.2-
epoxietano. Os surfactantes cationicos sio caracterizados por um grupo amonio quartenario que €
carregado positivamente. Finalmente, os surfactantes anfotéricos tém ambas as cargas. positiva e

negativa, em sua parte hidrofilica (VAN GINKEL, 1996).

Os biosurfactantes produzidos por microrganismos apresentam uma grande diversidade de
estruturas quimicas e moleculares (DESAT & BANAT, 1997). Virios destes compostos possuem
aplicacio ambiental incluindo a aceleragio da biodegradagao de hidrocarbonetos hidrofébicos no
solo ou em dgua (BAI et al., 1997; HARVEY et al., 1990; MULLER-HURTING et al.. 1993;
VAN DYKE et al., 1993; BANAT, 2000).

Um nidmero limitado de microrganismos sdo capazes de degradar HAPs com quatro ou mais
anéis aromaticos (HARAYAMA, 1997). Sua biodegradacao é limitada devido a sua baixa
solubilidade e disponibilidade ao microrganismo, o qual é conseqii€ncia de sua hidrofobicidade e

forte capacidade em se absorver ao solo (VOLKERING et al., 1995).
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GANESHLINGAM et al. (1994), sugeriram que a aplicagdo de surfactantes como agentes
imobilizados pode ser um caminho para aumentar a solubilidade dos HAPs. Os surfactantes
auxiliam na degradagdo por solubilizar ou emulsificar, liberando os hidrocarbonetos adsorvidos
na matéria organica do solo e aumentando a concentragdo de compostos hidrofébicos na fase
aquosa, resultando em uma maior taxa de transferéncia de massa (ARONSTEIN et al., 1991).
ROUSE et al. (1994), relataram efeitos contraditérios na eficiéncia do uso de surfactantes

sintéticos e biologicos na biodegradagio de HAPs.

Outras pesquisas indicaram uso potencial destes compostos para aumentar a degradagdo de
HAPs, por melhorar a acessibilidade dos substratos insoluveis aos microrganismos (TIEHN,
1994). A eficiéncia de biosurfactantes na remediagdo de solos contaminados por metais,

fenantreno, e bifenil (PCBs), tem sido reportado (MILLER, 1995).

2.8. ACIDO HUMICO

O termo substancias himicas refere-se a uma mistura de polieletrélitos organicos naturais
encontrados no solo, sedimentos e dgua. Esses materiais sdo produtos da alteragdo bidtica e
abiotica de tecidos de plantas e animais em decomposigio. Os materiais humicos sio divididos
em trés fragdes definidas por sua solubilidade em solugdes aquosas variando os valores de pH. O
himus ¢ insolivel em solugdo aquosa em qualquer valor de pH; o 4cido himico é solivel em
solugdes alcalinas e aquosas; e o dcido filvico é solivel em solugdo aquosa em qualquer valor de

pH (NOVOTNY et al., 1999).

O acido fulvico apresenta a maior quantidade de anéis aromaticos, menor peso molecular, e é

0 mais polar das trés fragoes (AIKEN et al., 1985; HAYES et al., 1989).

Os 4cidos mimicos sao compostos por macromoléculas complexas e policondensadas (Fig. 3),
tornando-os matéria organica muito recalcitrante no solo, sendo originérios da lignina, depois de
consideraveis mudangas em sua estrutura e desordenada condensag¢do com muitos sub-produtos
de outros precursores alterados como taninos, proteinas e carboidratos. Apresentam uma estrutura
mais complexa e condensada que a lignina, o que explica sua estabilidade para a degradagio
microbiana no solo (STEVESON, 1982; DEHORTER & BLONDEU, 1992). Os dcidos humicos
sao formados de anéis aromaticos ligados por estruturas alquila dando flexibilidade a cadeia. As

estruturas alifaticas apresentam-se em maior quantidade que as estruturas aromaticas.
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FIGURA 3: Estrutura quimica de dcidos himicos (SCHULTEN & PLAGE, 1992).

A via bioquimica para a formagéo de himus a partir da matéria orginica ¢ muito complexa e
envolve um nimero de reacdes degradativas e de condensagdes. Diversos esquemas para a
formagdo de hiimus tém sido propostos. De acordo com VARADACHARI & GHOSH (1984), a
lignina é primeiro degradada por enzimas extracelulares para unidades menores, que sao
absorvidas pela célula microbiana, onde sdo parcialmente convertidas a fendis e quinonas. Estas
substincias sdo liberadas juntamente com enzimas oxidativas para 0 meio ambiente, onde sio
polimerizadas por um mecanismo de radical livre. Fungos como Phanerochaete chrysosporium
sdo capazes de degradar este composto, causando modificacbes em sua estrutura (BLONDEU,

1989; KONTCHOU et al., 1993).

BLONDEU (1989), observou que a biodegradagio de dcidos hiimicos ocorreu durante o
metabolismo secunddrio e em culturas com limitagdes de nitrogénio. Os resultados experimentais

sugerem que todo, ou parte do sistema da linhagem de P. chrysosporium BKM-F 1767 que
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degrada lignina, estaria envolvido com a degradagdo de acidos humicos. DEHORTER &
BLONDEU (1992), demonstraram o importante papel da atividade de manganés-peroxidase na

degradagao de compostos hiimicos.

Os dacidos humicos foram descritos em experimentos por aumentar significativamente a
dissolugdo de HAPs (XU et al., 1994; LESAGE et al., 1995). Fungos presentes no solo foram
descritos devido sua capacidade em hidrolisar HAPs na presenga de dcidos himicos
(HOFMANN et al., 1994). Segundo LESAGE et al. (1997), a adi¢do de dcido hiumico ao meio de
cultura das linhagens de Mucor cicinelloides e Trichoderma hazarnium levou a um significante

aumento na quantidade de HAP na fase aquosa.

A adigdo de substancias hiamicas em aqiiferos contaminados aumentou a solubilidade dos
HAPs, sendo que a concentragio de 800 mg L' de 4cidos hiimicos resultou em um aumento de

solubilidade (LESAGE et al., 1995).

SHINOZUKA & LEE (1991), relataram que os édcidos humicos formam agregados tipo
micela. A solubilidade de pireno aumentou linearmente com o aumento da concentragio de

acidos humico (TANAKA et al., 1997).

2.9. ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Sendo a lignina um polimero complexo, sua biodegrada¢do requer interagdes entre
enzimas, para que ocorra uma completa mineraliza¢do até CO, e H,O (BONO et al.,1990). As
diferengas estruturais e quimicas no substrato ndo homogéneo de lignina conduzem a uma
especializagdo na produ¢do das enzimas ligninoliticas dos microrganismos capazes de degrada-

las, que sdo classificados assim em cinco grupos (TUOR et al., 1995):

1. Fungos de decomposigio branca que expressam LiP, MnP e lacase. Este grupo contém os mais
conhecidos fungos de decomposi¢do branca Coriolus versicolor, P. chrysosporium e Phlebia
radiata. O P. chrysosporium esta neste grupo desde que a produgdo de lacase foi reportada
(ANDER et al., 1980; ERIKSSON et al., 1983). Entretanto este fungo ndo ¢ considerado
produtor de lacase. Todos eles colonizam madeiras deciduas, e somente P. radiata degrada

coniferas.
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2. Fungos de decomposi¢do branca que produzem MnP e lacase, ndo secretam niveis detectiveis
de LiP. Sdo potentes degradadores de lignina. Dichomitus squalens e o fungo comestivel

Lentinula edodes pertencem a este grupo.

3. Fungos de decomposi¢do branca que apresentam produgdo de LiP e outra fenol-oxidase.
Lacase é a fenol-oxidase mais produzida, mas no caso do Coriolus pruinosum foi detectada a
producio de MnP. Estes fungos crescem em madeiras duras. Excetuando-se Phlebia

tremellosus que também degrada coniferas.

4. Quatro fungos de decomposigao branca (Bjerkandera adusta, Daedaleopsis confrasa, Phallus
impudicus e Polyporus varius), secretam somente LiP. Eles sdo degradadores de madeiras

duras.

5. O dltimo grupo consiste de fungos que ndo estdo completamente caracterizados. Fomes
lignosus e Trametes cingulata sdo de degradagio branca, mas nio foram detectadas quaisquer

das enzimas em seus meios de cultura.

Aparentemente os fungos de decomposi¢io branca degradam a lignina por diversas
combinacdes de peroxidases e¢ oxidases. A degradagdo da lignina por fungos que secretam
principalmente LiP envolvem provavelmente diferentes vias e diferentes mediadores, oposto aos
fungos que secretam MnP e lacase. Os fungos podem também expressar diferentes produgdes de

enzimas em culturas agitadas e estaciondrias (TUOR et al., 1995).

O grupo das enzimas fenol-oxidases inclui principalmente trés tipos de enzimas:
peroxidase, lacase e tirosinase. As peroxidases e lacases estdo diretamente envolvidas na
degradacio da lignina e compostos com estruturas semelhantes, sendo produzidas
extracelularmente, enquanto a tirosinase ¢ produzida intracelularmente, ndo possuindo importante

papel na degradagio destes compostos (SZKLARZ et al., 1989).

As enzimas extracelulares envolvidas na degradagido do polimero de lignina sdo lignina-
peroxidase (LiP), manganés-peroxidase (MnP). como também lacase ¢ enzimas produtoras de

peréxido de hidrogénio (H,05), (FIELD et al., 1993).
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A vantagem do tratamento enzimatico quando comparado aos tratamentos convencionais
inclui: aplicagdo para materiais recalcitrantes, operagdo com altas e baixas concentragdes de
contaminantes em um amplo valor de pH, temperatura e salinidade ¢ féacil controle do processo

(CAMERON et al., 2000).
2.9.1. PEROXIDASES

As peroxidases sdao hemoproteinas, produzidas principalmente por microrganismos e

plantas, as quais catalisam reagdes na presenga de peroxido de hidrogénio.
Lignina-peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

Esta enzima foi isolada por TIEN & KIRK e por GLENN et al. em 1983, trabalhando
independentemente. E uma glicoproteina, contendo 20-30% de agucar, ferro como grupo
prostético e requer peroxido de hidrogénio para sua atividade catalitica (HATAKA,1994;
REDDY & D’SOUZA, 1994). A LiP ¢ produzida por quase todos os fungos de decomposi¢io
branca. Juntamente com outras enzimas, a LiP ¢ considerada a maior constituinte do sistema que
degrada lignina em Phanerochaete chrysosporium (GLENN et al., 1983; TIEN & KIRK, 1983).
Sua massa molar ¢ de aproximadamente 38-43 KDa, apresentando ponto isoelétrico entre 3,2 -

4,0 e pH otimo de atividade proximo a 3,0.

Diversas isoenzimas ja foram isoladas do fungo de decomposigdo branca Phanerochaete
chrysosporium, sendo que sua produgdo é regulada geneticamente em condig¢des limitantes de
nitrogénio e carbono. A LiP ¢ produzida durante o metabolismo secundario, em resposta a falta
desses nutrientes. Na presenga desses nutrientes ocorre completa repressio de sua sintese

(REDDY, 1993; REDDY & D’SOUZA,1994).

A LiP catalisa uma grande variedade de compostos modelos de lignina e poluentes
aromaticos, na presenga de H,O, (BUSWELL & ODIER, 1987; HIGUCHI, 1990; VALLI &
GOLD, 1991; KARAM & NICELL, 1997). Essas rea¢oes incluem oxida¢do do dlcool benzilico,
quebra das cadeias laterais, reagoes de abertura de anéis aromaticos, demetilagdes e declorinagdes
oxidativas. Todas essas rea¢des sao compativeis com o mecanismo envolvido na degradagdo nido

especifico desta enzima (RENGANATHAN & GOLD, 1986; KIRK & FARREL, 1987).

O mecanismo de atuagdo da LiP (Fig. 4) se d4 através de oxidagdo pela abstra¢dao de um
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elétron da molécula de lignina e compostos semelhantes, resultando na formagio de radicais
catiénicos arila. Posteriormente. através de uma série de reacoes nao enzimaticas os radicais diao

origem a uma variedade de produtos finais (HIGUCHI, 1990; REDDY & D’SOUZA, 1994).

°
R
CH,OH
Fe''=0
+8 OCH,3 R
H,0 OCH,
Composto | :
CH,OH
0 ©
¢ St § OCH,
OCH;

F@ ) cmo,” N\ cyo Ft@

Enzima Ferrica Comgastol
OCH, OCH;,

OCH, OCH;4

R R

FIGURA 4: Ciclo catalitico da lignina peroxidase (CAMERON et al., 2000).

O dlcool veratrilico, um metabélito produzido por diversos fungos de decomposi¢io
branca sob condicdes ligninoliticas, desempenha um papel importante no ciclo catalitico desta
enzima. Ele atua como um agente redutor da enzima e aparentemente a protege da inativagao por

excesso de H,O, (TIEN & KIRK, 1983; WARIISHI & GOLD, 1990: FIELD et al., 1993).

Existe um interesse crescente no estudo desta enzima e também dos fungos que a
produzem, devido ao seu potencial de aplicagao industrial em processos de descontaminagao de
ambientes (ERIKSSON, 1990). As enzimas oxidativas possuem um importante papel na

descontaminacio de efluentes e solo (CAMERON et al., 2000).

)
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Manganés-peroxidase (MnP; EC 1.11.1.7)

Esta enzima foi isolada de culturas de P. chrysosporium por KUWAHARA et al. em
1984. E uma glicoproteina com ferro como grupo prostético, depende de H,O, para sua atividade,
seu ponto isoelétrico ¢ de aproximadamente 4,2-4,9 e massa molar entre 45-47 KDa, sendo o
ciclo catalitico semelhante ao da LiP (GLENN & GOLD, 1985; PASZCYNSKI et al., 1985). A
MnP ¢ produzida simultaneamente com a LiP, durante o metabolismo secunddrio e ¢ regulada

pelas concentragdes de nitrogénio e carbono no meio de cultura (BUSWELL & ODIER, 1987).

As MnPs participam de reagdes de despolimerizacdo de ligninas e cloroligninas,
demetilagao de lignina e desligniticagdo (LACKNER et al., 1991; WARIISHI et al., 1991;
PEREZ & JEFFRIES, 1992; PAICE et al., 1993;).

Fe™=0
+o

R.

50 Composto | Mnh + oxalate R
0 Mn’"- (oxalate),
F@ B N F e@
Enzima Ferrica Mn3+_ (onlate); Mn1+ RN
><+ oxalate
R R’

FIGURA 5: Ciclo catalitico da manganés peroxidase (CAMERON et al., 2000).

A oxidag¢do de lignina e outros compostos fenodlicos por MnP € dependente de ions de
manganés (GLENN & GOLD, 1985; PASZCZYNSKI et al.,, 1985; GOLD et al., 1989;
HOFRICHTER et al., 1999). Como ¢ mostrado na Figura 5, a redugdo primaria do substrato no
ciclo catalitico de MnP ¢ Mn(II), que reduz eficientemente os compostos I e II, gerando Mn(I11),

que oxida o substrato organico. Acidos organicos como oxalato e malonato, que sdo secretados
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por P. chrysosporium (WARIISHI et al., 1992), estimulam a reacdo de MnP por estabilizar
Mn(III), e assim podendo se difundir para catalisar a oxida¢do via um elétron de compostos
fendlicos, gerando radicais fenoxila (GLENN & GOLD,1985; GLENN et al., 1986: GOLD et al,
1989; WARIISHI et al., 1989; WARIISHI et al., 1992).

2.9.2. POLIFENOL OXIDASES (FENOLOXIDASES)

As fenoloxidases sdo oxiredutases que catalisam a oxidac¢@o de compostos fendlicos. Elas
sdo sub-divididas em duas classes, tirosinases e lacases, e ambas reagem com 0x1gé€nio € nio

necessitam de co-fatores (JOVILET, et al., 1998; CHEVALIER et al., 1999).

Tirosinase (polifenol oxidase ; catecolase, EC 1.10.3.1)

As tirosinases sdo produzidas intracelularmente (SZKLARZ et al., 1989). Elas catalisam a
hidroxilagio de monofendis com oxigénio molecular para formar o-bifendis e entao por
desidrogenaciio sio transformados em o-quinonas que posteriormente sofre uma polimerizagao

nao enzimdtica (LIND et al., 1999; KARAM & NICELL, 1997).

Lacases (Benzenediol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)

A lacase é uma polifenoloxidase, descoberta em exudados de Rhus vernicifera, arvore
japonesa, (YOSHIDA, 1883) e subsegiientemente foi demonstrada também como uma enzima
fingica (BERTRAND, 1896; LABORDE., 1896). E uma glicoproteina, que contém cobre em seu
sitio ativo, ndo requer H,O,, e catalisa a reducdo de O, para HyO ( Fig. 6). Esta enzima ¢
produzida por todos os fungos de decomposi¢ao branca (SZKLARZ et al., 1989), com excegio de
P. chrysosporium (KIRK & FARRELL, 1987). Entretanto, sob condigdo especial, o P.
chrysosporium foi capaz de produzi-la (SRINIVASAN et al., 1995). As formas constitutiva e
induzida sio conhecidas, sendo que a forma induzida geralmente apresenta maior atividade

(LEONOWICZ et al., 1985).
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0, +4 Lacase @ + 2H,0

O

FIGURA 6: Representa¢do de uma reagdo catalisada por lacase.

Em geral, a lacase apresenta 4 dtomos de cobre, os quais sao distribuidos em diferentes
sitios de ligagdo e sdo classificados em trés tipos: cobre tipo 1, 2 e 3, que sdo diferenciados por
propriedades especificas, tendo um importante papel no mecanismo catalitico da enzima
(McGUIRL & DOOLEY, 1999). De acordo com CALL & MUCKE (1997), o cobre 1 e 2 estio
envolvidos na captura e transferéncia do elétron. O cobre tipo 2 e 3 estdo envolvidos na liga¢do
com o oxigénio. Compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos na natureza, e sua oxidagao ¢é
importante em processos como, oxidagdo celular, protegdo da parede celular, corpo de
frutificagdo, processamento de sucos ¢ vinhos, delignifica¢do de polpa, descontaminagao de solos

e agua poluidos (XU, 1996; SMITH et al., 1997).

A lacase catalisa a oxidagdo via transferéncia de um elétron de radicais fenois para
radicais fenoxila. A especificidade da enzima ao substrato oxidado depende da origem da lacase.
Assim lacases de diferentes fungos podem oxidar diferentes substratos, inclusive em diferentes
pHs. Algumas lacases apresentam pH otimo em faixas dcidas (2,5-3,5), enquanto outras
apresentam atividade 6tima em pH neutro (6-7), (RINGLING & VAN ALFEN, 1993). A fungio
fisiologica desta enzima ndo ¢é clara, e seu papel na biodegradagio da lignina ¢ incerto, uma vez
que ela pode causar polimerizagdo de lignina (GOLD & ALIC, 1993; THURSTON, 1994).
Assim propos-se que a lacase tem um papel na redu¢do da toxicidade dos compostos fenolicos

por reagoes de polimerizagao (BOLLAG et al., 1988).

A lacase oxida diversos substratos, corantes fenolicos, fenois, clorofendis, HAPSs,

organofosforados e dimeros modelo de lignina (CHIVUKULA & RENGANATHAN;, 1995).
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2.9.3 ENZIMAS PRODUTORAS DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

A secregio de H,O, coincide com o principio da atividade higninolitica. Os fungos de
decomposicdo branca produzem uma variedade de oxidases que sdo capazes de gerar H,O,,
presumivelmente para a utilizacdo por peroxidases extracelulares durante a degradagio do

polimero de lignina.

Uma das enzimas que geram H>O, é intracelular e idiofdsica, aril dlcool oxigenase
(AAQ). Esta enzima oxida alcodis aromaticos para aldeidos, e reduz O, para H,O,. Estudos com
Pleurotos eryngii demonstraram o seguinte ciclo, conforme mostrado na Figura 7 (EVANS et al.,

1994).

AAO nio é o tnico sistema de fungos de decomposi¢ido branca disponivel para produzir
H>O, extracelular. Muitas outras oxidases extracelulares e intracelulares sdo conhecidas por
fornecer H»O,. A enzima extracelular glioxal-oxidase é produtora de H,O, (GOLD & ALIC,
1993). A MnP também pode gerar H,O, quando catalisa a oxidacdo de NAD(P)H (ASADA et al.,
1986).

Diversas enzimas intracelulares que produzem H,O, tém sido reportadas incluindo
glicose-1-oxidase, piranose-oxidase, metanol-oxidase e acil-COA-oxidase (GREENE &
GOULD, 1984; KELLEY & REDDY, 1988; VOLC & ERIKSSON, 1988; ERIKSSON &
NISHIDA, 1988; VOLC et al., 1991).

A enzima élcool veratrilico-oxidase também parece estar envolvida na produgio de H>O»,
além de desempenhar um papel na prevengdo da polimerizagdo dos compostos fendlicos,
reduzindo assim a massa molar dos lignosulfonados soliveis gerados durante a degradagio da

lignina (GUILLEN et al., 1992; MARZULLO et al., 1995).
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H,0, H->0;
Alcool »  Aldeido » Acido
aril-alcool aril-alcool-
oxidase oxidase
v v v
Alcool * Aldeido * Acido
aril-alcool- aril-aldeido -
desidrogenase desidrogenase
MICELIO

FIGURA 7: Esquema representativo da producdo de H,O, extracelular, através da atuagdo das
enzimas  Aril-Alcool-Oxidase,  Aril-Alcool-Desidrogenase ¢  Aril-Aldeido-

Desidrogenase (EVANS et al., 1994).

2.10. CITOCROMO P-450 (E.C. 1.14.14.1)

O sistema citocromo P-450 s3o enzimas multicomponentes que possuem uma heme
proteina hidrolase e um ou dois componentes transportadores de elétrons. Este sistema catalisa a
hidroxila¢@o de uma variedade de substratos, como mostrado na reagio abaixo (HARAYAMA &

KOK, 1992):
SH + O, + NAD(P)H + H' = SOH + H,0 + NAD(P)"

Os elétrons necessarios para a inser¢do do oxigénio no substrato molecular (S) sao doados
por um sistema doadores de elétrons. Este sistema pode ser composto por duas proteinas
(adrenodoxina e adrenodoxina redutase) para citocromo P-450 mitocondrial e procariotos ou uma
Unica proteina (citocromo P-450 redutase, CPR), para as enzimas localizadas no reticulo
endoplasmatico. Muitos citocromos P-450 de fungos estio localizados no reticulo

endoplasmatico (VAN DEN BRINK et al., 1998).
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O nome citocromo P-450 € origindrio da caracteristica do mdximo de absor¢io, 450 nm,
da enzima ligada ao monéxido de carbono(CO). Quando a estrutura da proteina € alterada, por
detergentes ou outros reagentes, o dnion tiolato ¢ “trocado™ por um grupo imidazole do residuo
de histidina sendo absorvido a 420 nm quando reduzido por CO (OMURA, 1999). A massa molar
de todos os citocromos P-450 estd ao redor de 45-60 KDa. Muitos citocromos P-450 tém sido
identificados em procariotos, leveduras, fungos, plantas, insetos e em mamiferos (NEBERT et al.,
1991). Este sistema de enzima estd envolvido na transformagdo especifica de compostos
endégenos, como biossintese da vitamina D e de horménios (GUENGERICH, 1991; OHKUMA
et al., 1991), ou no catabolismo de uma variedade de compostos xenobidticos. As enzimas que
realizam transformagdes especificas tem substratos especificos limitados, e sua sintese €
altamente regulada. Jd as que realizam as rea¢Ges catabdlicas sdo geralmente ndo especificas, e
essas reagdes protegem os mamiferos dos produtos quimicos encontrados na natureza (NEBERT

& GONZALEZ, 1987; GUENGERICH, 1991; PORTER & COON, 1991).

O passo da conversio mediado por citocromo P-450 faz parte de processos de
biotransformagdes fingicas especificas. O envolvimento de enzimas do sistema cit P-450 em
muitas dessas reacoes foi sugerida, baseada em experimentos nao conclusivos, por exemplo,
dependéncia de NADPH na reagio ou a utilizagdo de inibidores deste sistema como proadifem
(SKF525A), metirapone, os quais inibem a conversdo enzimatica. Provas formais, obtidas por
purificagio e caracterizagdo das enzimas envolvidas, t€m sido fornecidas em poucos casos,
devido a dificuldade em obter-se quantidades suficientes da enzima ativa. A purificagdo da
enzima citocromo P-450 é dificultada pela instabilidade da proteina e baixos niveis de expressao.
O melhor estudo de reagoes mediada por citocromo P-450 € o da degradagio de HAPs como
benzo[a]pireno, a biotransformagdo de esterdides como progesterona e lanosterol, e a assimilagao

de alcanos de cadeia longa (VAN DEN BRINK et al., 1998).

Embora o padrio metabélico da degradacio de HAPs por fungos assemelha-se ao padrao
observado com cit P-450 de mamiferos (CERNIGLIA, 1984; CERNIGLIA et al., 1992), pouca
evidéncia no envolvimento deste sistema de enzima foi fornecido. Prova formal do envolvimento
do sistema cit P-450 requer a purifica¢do da enzima envolvida, porém a purificagao de cit P-450

fingico é extremamente dificil. Entretanto, o envolvimento de cit P-450 em muitos casos foi
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concluido de forma indireta ou pelo uso de inibidores ou pela dependéncia de NADPH no ciclo

(DUTTA et al., 1983; CERNIGLIA et al., 1992).

Os fungos sdo habeis para utilizar um sistema de enzima alternativo, juntamente com
citocromo P-450, para a descontamina¢do de HAPs. De acordo com BEZALEL et al., (1996), é
provavel que tanto o sistema ligninolitico como o sistema cit P-450 estejam envolvidos na
degradacdo de HAPs in vivo. Segundo sua hipdtese, o sistema cit P-450 realiza a modificagao
inicial dos grupos aromaticos seguido pela degradagdo dos HAPs pelo sistema ligninolitico. Um
estudo do sistema cit P-450 mediando a hidroxilagdo de benzo[a]pireno foi identificado nos
fungos ligninoliticos de degradagdo branca, Pleurotus pulmonarius e Phanerochaete

chrysosporium (MASAPHY et al., 1995 ¢ 1996).

O ciclo catalitico do sistema citocromo P-450 (Fig 8), envolve vérios passos de oxidagdo e
reducdo, onde o substrato final ¢ liberado oxidado. Algumas vezes o substrato pode seguir por um

desvio, onde ele ¢ hidroxilado por peroxidases sem a necessidade de passar pelo sistema doador

de elétrons.
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FIGURA 8: Ciclo catalitico do sistema enzimatico P-450 (BERNHARDT, 1995)
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

Propor uma identificagdo das cinco linhagens fuingicas ligninoliticas utilizadas neste

trabalho;

Determinar a capacidade dessas linhagens em degradarem HAPs, em meios liquido e

solido;

Estudar o mecanismo enzimdtico e a produgdo de surfactantes durante a degradagio de

HAPs;

Estudar o efeito da adi¢@o de dcidos hiimicos na degradacao dos HAPs:

Estudar a degradagio destes HAPs, para aplicagdo destas linhagens em solos

contaminados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Os fungos utilizados neste trabalho foram isolados de amostras coletadas do solo da
Reserva Ecologica Juréia-Itatins (Sao Paulo). Esta regido apresenta alta concentragao de acido
tanico e humico, originada da biodegrada¢do de material lignoceluldsico. As amostras de solo
foram coletadas proximas a rios, pantanos, estudrios, encostas e vegetagdes. Cinco linhagens
fungicas 710 (Acremonium sp.), 870 (Trichoderma sp.), 898 (Fusarium sp.), 984 (Aspergillus sp.)
e 1040 (Verticillium sp.) da ordem Deuteromicetos, fungos imperfeitos que se reproduzem de
maneira assexuada, geralmente através de conidios. Sao capazes de crescerem em dcido humico e
HAPs como fontes de carbono, apresentando diferentes taxas de degradagdo de ambos os
compostos, com sistema ligninolitico diferenciado para cada linhagem (CLEMENTE, 1997,

CLEMENTE et al, 2001).

4.2. PREPARO DO INOCULO

Os fungos foram mantidos em cAmara fria a 16°C, em tubos inclinados contendo batata
dextrose dgar (BDA — Difco). O crescimento das linhagens foi acompanhado em placas de Petri
com BDA mantidas em estufa a 30°C por aproximadamente 8-10 dias, atingindo o maximo
crescimento micelial. Apos esse periodo, o micélio foi quadriculado em lecm x lem e utilizado

. , 2
como in6culo pedagos de lem?, 2 x 1em” ou 3 x lem?.

4.3. PREPARO DO MEIO DE CRESCIMENTO

O crescimento foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 125 mL, contendo 30 mL de

meio liquido base, conforme descrito na Tabela 1.

A e
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TABELA 1. Composi¢io do meio liquido base em 1000 mL de dgua destilada

Componente Concentracao (g)
(NH4)>HPO, 0,5
KH>PO; 0.8
K>HPO, 0.3
MgS0,.7H,O 0.3
ZnS04.6H,0 0,004
MnSO4 0,005
CaCl,.2H,0 0,055
Extrato de levedura 0,2

Apbs esterilizagio a 120°C por 15 minutos, adicionou-se para cada litro de meio base 1,0
mL de tiamina. A vitamina tiamina foi preparada separadamente, com uma concentragio de 10
mg mL"', esterilizada por filtragdo em membrana Millipore (0,22 pm) e estocada em geladeira.

Ap6s a adigao da tiamina o meio foi distribuido em frascos de Erlenmeyers e inoculados.

4.4. ADICAO DAS FONTES DE CARBONO

As fontes de carbono (HAPs) foram preparadas separadamente em condigdes estéreis.
Preparou-se uma solug@o estoque (v/v) de naftaleno (5%), antraceno (0,75%), pireno (1%) e
benzo[a]pireno (0,5%) dissolvidos em acetona. Para cada 30 mL de meio adicionou-se
assepticamente os HAPs com concentragdo final de 0,5%, 0,1%, 0,05% ¢ 0,05% (viv),

respectivamente.

4.5. ESTUDO DO EFEITO DO INOCULO NA BIODEGRADACAO DE HAPs

B . 2 5 . s

Os frascos foram inoculados com lem?, 2 x lem” ou 3 x lcm’ e incubados em condigio
estaciondria a 30°C por um perfodo de 5 e 10 dias de crescimento. Os experimentos foram
realizados em triplicatas e frascos controles, sem indculo, foram utilizados como controle

abiético. O pH do meio foi acertado com dcido cloridrico (0,1 mol L") para 3,0.
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4.6. IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS
4.6.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Esta técnica teve como objetivo a visualizag¢do das estruturas dos microrganismos, devido
ao alto poder de resolugdo deste microscopio, além de fornecer uma visdo tridimensional da

superficie celular.

O protocolo utilizado foi uma adaptagdo feita a partir de dados de literatura para
processamento de amostras bioldgicas (BAL-TEC, 1999). O crescimento das linhagens foi
realizado em Erlenmeyers contendo meio liquido batata-glicose (Difco), e incubadas a 30°C
durante 5 dias. Apos este periodo as linhagens foram centrifugadas (30 minutos, 57.770 g, 5°C) e

tratadas para a MEV, conforme descrito a seguir.

4.6.1.1. Fixacao das células

A massa fiingica foi tratada com uma solugdo fixadora contendo 18 mL de tampio fosfato
0,2 mol L' (pH 7,35), 16 mL de agua destilada, 2 mL de glutaraldeido (50%) e 0,8 mL de dcido
tanico (2%), por um periodo de 24 horas. Em seguida, foram lavadas em tampao fosfato 0,1 mol
L (pH 7,35), por 10 minutos. Para manter as células turgidas das suspensdes, as amostras foram
tratadas em 2,5 mL de solugdo de tetroxido de ésmio (OsO4) 1% em tampdo fosfato 0,2 mol L
(pH 7,35) por 1 hora. O excesso de OsOy foi retirado por lavagem das amostras em tampdo

fosfato 0,1 M (pH 7,35) por 10 minutos.

4.6.1.2. Desidratagio das amostras e incorporag¢io de CO,

As células turgidas foram desidratadas em banhos sucessivos de 10 minutos, em solugdes

de etanol de concentragdes crescentes entre 30 e 100%, e submetidas a um tratamento critico de
¢

pressdo e temperatura (ponto critico), no qual todo dlcool das amostras, foi substituido

gradualmente por CO..
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4.6.1.3. Aumento da condutividade elétrica das amostras por impregnacio de atomos

metalicos de ouro

As amostras foram tratadas com banho de ouro em Sputter Cater mod. SCD 050, para
aumentar a sua condutibilidade elétrica, e foram mantidas em dessecador até sua visualizacao em

MEV.

4.6.1.4. Analise morfoldgica das espécies

Ap6s as etapas de preparo descritas anteriormente, as amostras foram adaptados em um
porta-amostras ¢ levads ao Microscopio Eletronico de Varredura modelo JSM — 5800LV.
Utilizou-se 10 KV de aceleracdo de corrente e uma distancia de 15 mm entre as amostras € 0
filamento de tungsténio, em todas as andlises. Os procedimentos fotogrdficos foram realizados

com filme de 120 mm T-max asa 100 (Kodak).

4.6.2. TECNICA DO MICROCULTIVO (RIDDEL, 1950)

Em placas contendo meio BDA, as linhagens foram inoculadas por picada e cobertas com
uma laminula estéril. Foi incubada a 30°C por um periodo de 5 dias. Apés este periodo, a
Jaminula contendo o crescimento foi colocada sobre uma lamina contendo uma gota do corante
“lactofenol cotton blue”. Foi examinado em microscOpio para visualizagdo das estruturas

fingicas.

4.7. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MAXIMA DE HAP CAPAZ DE INIBIR
O CRESCIMENTO

As linhagens foram cultivadas em meio liquido base, onde foram adicionadas diferentes
concentragdes dos HAPs, verificando assim a mdxima concentragdo capaz de inibir o crescimento
das linhagens. Foram preparados os controles, estes sem a adi¢do dos HAPs mas na presenca de

acetona e/ou na auséncia deste composto. Os experimentos foram realizados em duplicatas.
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4.7.1. ADICAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DOS HAPS

Os hidrocarbonetos foram adicionados ao meio liquido junto com o indculo ou no 3° dia
de cultivo. As linhagens foram incubadas em condigdo estacionaria a 30°C por um periodo total
de 30 dias. Foram crescidas linhagens controles, isto ¢, sem adi¢do dos HAPs. Segue abaixo os

valores das diferentes concentragdes finais de HAPs utilizadas:
¢ Naftaleno: 0,3% (v/v), 0,5%(v/v), 0,7 (v/v) € 0,9% (v/v);
% Antraceno: 0,1% (v/v), 0,2% (v/v), 0,4% (v/v) € 0,5% (v/v);
¢ Pireno: 0,05% (v/v), 0,08% (v/v), 0,1% (v/v) € 0.2% (v/v); e,

% Benzo[a]pireno: 0,05% (v/v), 0,08% (v/v), 0,1% (v/v) € 0,2% (v/V).

4.7.2. DETERMINACAO DA MASSA SECA

Apos o periodo de crescimento as linhagens foram filtradas em papel de filtro (Whatman
n°l), previamente pesado onde o micélio ficou retido. Este fo1 levado a estufa de 100°C até
obtengao do peso constante. Os valores foram expressos em mg de massa seca, sendo o

resultados descontados dos controles.

4.8. ESTUDO DA DEGRADACAO DE HAPS UTILIZANDO-SE OS INOCULOS
SELECIONADOS

O crescimento foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de
meio liquido base (Tabela 1), sendo que os HAPs foram adicionados juntamente com o inoculo
(totalizando um periodo de crescimento de 30 dias) ou no 3° dia de cultivo (totalizando um
periodo de crescimento de 33 dias). As amostras foram retiradas em intervalos de 3 dias até o 15°
dia, onde apds este periodo retirou-se amostras a cada 5 dias, totalizando um periodo de 30 dias
de cultivo. Foram analisadas as atividades ligninoliticas, a presenga de citocromo P-450,

produgdo de proteina micelial, produgio de biosurfactantes e a degradagdo por CLAE.
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4.9. EFEITO DA ADICAO DE ACIDO HUMICO NA BIODEGRADACAO DOS HAPs

O édcido himico (0,01%) foi adicionado junto com o meio liquido e esterilizado ou preparado
uma solugdo estoque (1,0%) e ap6s 3 dias de crescimento adicionado este composto ao meio de

cultivo, obtendo-se uma concentragao final de 0,01%.

4.9.1. ESTUDO DA DESCOLORACAO DO ACIDO HUMICO

Através da espectroscopia de absor¢io no UV-Vis, verificou-se a descoloragio dos
sobrenadantes (dilufdos 1:10) quando crescidos em dcido himico como fonte de carbono,

variando-se o comprimento de onda entre 250-500 nm.

4.10. OBTENCAO DO SOBRENADANTE

Ap6s o crescimento, as amostras foram centrifugadas a 57.770 g por 30 minutos a 5°C.
Nos sobrenadantes obtidos foram determinadas a produgdo de surfactantes e as atividades
ligninoliticas, produgdo de citocromo P-450 e proteina micelial, descoloragdo do meio de cultivo

e a degradagdao.

4.11. DETERMINACAO DE PROTEINA MICELIAL

A concentragio de proteina foi determinada da seguinte maneira (MESSNER &
KUBICEK, 1991): o micélio foi lavado com dgua e centrifugado a 57.770 g por 15 minutos, apds
esta lavagem foi adicionado 3,0 mL de NaOH (0,1 mol L homogeneizado em sonicador (4°C,
10 minutos). A suspensio foi entdo centrifugada em Eppendorf, e a proteina foi determinada
adicionando-se 800 pL do sobrenadante e 200 uL do reagente do kit Bio-Rad, misturado, ¢ apos

um periodo de 5 minutos a 1 hora foi feito a leitura da absorbancia a 595 nm.

O método de determinacio de proteina intracelular utilizando o kit Bio-Rad € baseado em
BRADFORD (1976), sendo um método colorimétrico simples e seguro para determinagdo da

concentragao total de proteina.

O kit Bio-Rad é baseado na mudanga de cor do corante dcido “Coomassie Brilliant Blue™

em resposta a vdrias concentragdes de proteina, e subseqiiente leitura a 595 nm em
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espectrofotometro. Comparando o resultado obtido das amostras com uma curva padrao obtém-se
a concentra¢do de proteina existente. E relacionando a concentragdo de proteina (mg) com o
volume inicial de amostra (mL) obteve-se a biomassa fungica, onde o valor foi expresso em mg
proteina por 30 mL de amostra. Os resultados das amostras foram descontados do controle. Os

experimentos foram realizados em duplicatas.

4.12. DETERMINACAO DA PRODUCAO DE SURFACTANTES

A atividade de biosurfactante foi determinada através da agitagido vigorosa em agitador de
tubos (Vortex) contendo 3,5 mL dos sobrenadantes das culturas, previamente centrifugadas e 2,0
mL de tolueno (WILLUMSEN & KARLSON, 1997 - modificado) como substrato. Apés uma
hora, a densidade dptica da emulsdo 6leo em dgua foi determinada a 610 nm e relatada como
atividade de emulsificagdo (JOHNSON et al., 1992). Apos 24 horas, a emulsdo dgua em oleo foi
expressa em centimetro devido a altura da camada emulsificada (halo) formada nos tubos

(COOPER & GOLDENBERG, 1987).

4.13. DETERMINACAO DAS ENZIMAS LIGNINOLITICAS

O célculo para a quantificagdo da atividade enzimatica de ligninases foi realizado de

acordo com a equag@o apresentada abaixo

Onde:
A = Absorbancia (A Abs);
A
€ = Coeficiente de absor¢ao molar;
€  x10°=UL R = Quantidade de caldo enzimdtico (mL); e,
Rxt t = tempo de rea¢ao (minuto).
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Lignina Peroxidase

Esta atividade foi determinada (TIEN & KIRK, 1984) pela oxidacao do dlcool veratrilico
(€410=9.300 M c.m"). A mistura da reacao foi composta de 0,6 mL do sobrenadante; 0.2 mL de
peréxido de hidrogénio (H»,O,) 2,0 mmol L' 0.2 mL de dlcool veratrilico 2.0 mmol L' em
tampdo tartarato de sodio 0,4 mol L (pH 3,0).

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de H,O; e o aparecimento do aldeido veratrilico foi

determinado lendo-se a absorbincia 2 310 nm.

Manganés Peroxidase

Esta atividade foi quantificada (KUWAHARA et al., 1984) através da oxidagdo do
vermelho de fenol (£5,0=4.460 M cm"), na presenga de manganés e H>O,. A mistura da reagido

foi composta de 0,5 mL do sobrenadante; 0,1 mL de lactato de s6dio 0,25 mol L™'; 0,05 mL de
MnSO, 2.0 mmol L; 0.2 mL de albumina bovina 0.5%; 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%; 0,05

de H>0, em tampdo succinato de sédio 0,2 mol L™ (pH 4.5).

A mistura foi incubada a 30°C por 5 minutos e a reagao foi interrompida pela adigdo de

0,04 mL de NaOH 2,0 N. A absorbéncia foi lida em 610 nm.

Lacase

Para se determinar esta atividade (SZKLARZ et al.. 1989 — modificada) utilizou-se
siringaldazine como substrato enzimdtico. A mistura foi composta de 0,6 mL de sobrenadante;
0.2 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 mol L' (pH 5.0); 0.1 mL de siringaldazine (0,1% em

etanol); 0,1 mL de dgua destilada.
A oxidacdo de siringaldazine (€3,4=65.000 M' cm™') até sua forma quinona foi

acompanhada durante 10 minutos a 525 nm.
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4.14. DETERMINACAO DE CITOCROMO P-450 EM TODA A CELULA (ASPERGER
et al., 1999 - MODIFICADO)

O calculo para a quantificagao de citocromo P-450 foi realizado de acordo com a equagio

abaixo.
Onde:
A
= C = concentragao de P-450 em mmoles mg’l proteina
A =Diferenca de absorbéncia entre 450 ¢ 490 nm;
€xLx[P] v rbancia e

€ = Coeficiente de absor¢ao molar (91 cm™' mM™);

L = comprimento da luz que atravessa a cubeta

P = concentragao de proteina

y

O citocromo P-450 foi determinado por espectro de varredura, usando €450.400 de 91 mM™'

cm’ de acordo com OMURA e SATO (1964). Para isso a biomassa fiingica foi centrifugada e
lavada duas vezes com tampdo fosfato (0,1 M) pH 7.4. Apds a lavagem a biomassa foi
ressuspendida em 5 mL de tampao fosfato a 5°C (0,1 M) pH 7,2, contendo 0.25 M de sacarose,
essa mistura ficou em sonicador durante 5 minutos e adicionou-se 50 pl de cianeto de potdssio
(0,5M). Apds esse procedimento verteu-se essa solugdo em um cubeta acertou-se a linha de base,
borbulhou-se CO durante 1 minuto (2 bolhas/segundo) e o espectro do cit P450 endogicamente
reduzido foi determinado. Subseqiientemente, adicionou-se uma pequena quantidade de ditionato

de sodio na cubeta para determinagédo de cit P-450 totalmente reduzido.

Para a determinagao de cit P-450 tratou-se a amostra com CO, detectando assim o sistema
de enzima reduzido (redugdo realizada pelo NADPH enddgeno), enquanto que apds a adi¢ao de
ditionato de sodio, determinou-se todo o sistema de enzima, ou seja, tanto o reduzido como o

oxidado.
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4.15. ANALISE DOS COMPOSTOS DEGRADADOS POR CROMATOGRAFIA
LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para a quantificacdo da degrada¢do dos compostos presentes nos sobrenadantes das

culturas, estas foram submetidas 2 andlise cromatografica.

4.15.1. EXTRACAO DOS HAPs PARA ANALISE EM CLAE (LAUNEN et al., 1995)

30 mL de caldo, junto com o micélio, foram acidificados para pH aproximado de 3-4 com
dcido cloridrico (Carlo Erba). A este material adicionou-se 30 mL de acetato de etila
(Mallinckrodt), deixando-se 12 horas, em condi¢@o estaciondria, seguida por mais duas extragoes
consecutivas, sendo estas 3 fracoes reunidas. O extrato de acetato de etila foi evaporado em

rotaevaporador e redissolvido em 30 mL de acetonitrila (Mallinckrodt).

4.15.2. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A determina¢do da degradag@o foi realizada por CLAE, em um cromatégrafo da marca
Shimadzu, utilizando-se coluna com fase reversa C18, ZORBAX ODS, 5 pm, com dimensdes de
15 cm x 4,6 mm. O volume injetado foi de 20 pL. Usou-se um sistema isocrdtico de solventes
como fase mével, constitufdo por acetonitrila/dgua na proporgao de 70:30 (v/v). a vazao de 1,0

mL min'. A deteccio foi realizada em detector ultravioleta a 254 nm.

4.15.3. PREPARO DA CURVA DE CALIBRACAO

Preparou-se para cada composto, uma curva de calibragdo, sendo verificadas durante cada

experimento, obtendo-se 3 ou mais pontos.

e Naftaleno

Para realizar a curva de calibragdo deste composto preparou-se solugoes padrao, em 10

mL da fase mével (m/v), nas seguintes concentragdes 0,1%, 0,2%g, 0,5% ¢ 1,0%. A partir dos
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valores obtidos da area dos cromatogramas, foi calculada a regressdo linear e determinou-se

que y=-14355517,1 + 173104159,4.X (r= 0,999).
e Antraceno

A curva de calibragao deste composto foi preparada em 10 mL de fase movel (m/v), nas
seguintes concentragdes; 0,025%, 0,05%, 0,075% e 0,1%. A partir dos valores obtidos da drea
dos cromatogramas, foi calculada a regressdo linear e determinou-se que y= 41691854

+3875384.X (r=0,989).

e Pireno

Este composto foi quantificado através do preparo de solugdes padrdo em 10 mL de fase
movel (m/v), nas seguintes concentragdes; 0,005%, 0,01% e 0,02%. A partir dos valores
obtidos da 4rea dos cromatogramas, foi calculada a regressdo linear e determinou-se que y= -

293213 + 122638828,6.X (r=0,999).

* Benzo|a]pireno

Para quantificar a degradagdo deste composto no meio de cultivo realizou-se uma curva
de calibragdo, utilizando solugdes padrdo preparadas em 10 mL de fase mével (m/v) de
0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,03% e 0,05%. A partir dos valores obtidos da drea dos
cromatogramas, foi calculada a regressio linear e¢ determinou-se que y= -299456 +

221544115,7.X (r=0,999).

4.16. ESTUDO DA DEGRADACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR HAPs

Este estudo foi realizado conforme descrito por ANDERSSON & HENRYSSON (1996),
onde se utilizou solo arenoso, devido suas propriedades fisicas, as quais facilitam o seu manuseio

e também a extragdo dos HAPs. O solo foi dividido em duas fragoes:
. uma fragao nao autoclavada, mantidas a 4°C em frascos estéreis;

2. uma fragdo autoclavada a 121°C, e apos uma semana a temperatura ambiente foi

autoclavada novamente e estocada a 4°C.
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As duas fragdes foram contaminadas pelos HAPs (preparado como descrito no item 4.16.2) e
misturada por um periodo total de 2 horas. Apds evaporacio dos solventes, as fracdes do solo
foram vertidas nos Erlenmeyers contendo o pré indculo e incubados a 30°C por um periodo de 8

semanas. As amostras foram retiradas a cada 2 semanas.

4.16.1.PREPARO DO PRE INOCULO

As linhagens 984 e 1040 foram selecionadas para esta etapa por apresentarem melhor
crescimento quando inoculadas em solo. Elas foram inoculadas em farelo de trigo: dgua (1:4),
usando como inéeulo micélio de 3 x 1 cm” e incubou-se por 3 dias a 30°C. Apos este periodo o
solo contaminado foi vertido nestes frascos e incubado por 8 semanas. Os controles foram

preparados sem indculo para a corregido da perda abidtica dos compostos.

4.16.2. PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DE HAPs PARA ESTUDOS COM SOLO

Para naftaleno, pireno e benzo[a]pireno foi preparado a solugdo estoque em uma solugao de
hexano/acetona (3:1), na concentragio final de 5%, 1,0% e 0,5% (v/v), respectivamente. O

antraceno foi dissolvido em acetona numa concentragao de 0,75% (v/v).

Foi adicionado no solo diferentes volumes da solugio estoque, que variou entre 4,8 — 6,4 mL,
obtendo-se assim uma concentrag¢io de 5 mg de naftaleno/ g solo; 1,0 mg de antraceno/g solo e

0,5 mg de pireno e/ou benzo[a]pireno/ g solo.

4.16.3. EXTRACAO DOS HAPs DO SOLO PARA ANALISE DE DEGRADACAO
(ANDERSSON & HENRYSSON, 1996 - modificado)

As amostras do solo foram retiradas a cada 2 semanas (tempo total de incubagdo de 60 dias) e
colocadas em frascos de vidro onde foi adicionado 100 mL de tolueno e colocados em banho
maria (100°C) por 3 horas. Quando os frascos atingiram a temperatura ambiente, 2 mL de
tolueno de cada frasco foi filtrado em membrana de 0,22 um e injetadas em CLAE, para andlise

da degradagio.
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4.17. CARACTERIZACAO QUIMICA E FiSICA DO SOLO

O solo foi caracterizado quimica e fisicamente pelo Instituto Agrondémico (Centro de
Solos e Recursos Agroambientais — Laboratorio de Fisica do Solo). Este solo foi coletado da
Fazenda experimental do Instituto Agronomico localizada em Pindorama. A coleta foi realizada
em vdrios pontos aleatérios, com uma profundidade de aproximadamente 20 ¢cm e as amostras

foram misturadas, mantidas em camara fria (20°C) até as analises serem realizadas.

TABELA 2: Andlise quimica do solo

pH (dgua) 6,5
Calcio (cmol) 5.3
Magnésio (cmo) 1,2
Potassio (cmol) 0,32
Fosforo (mg dm's) 26,0
Carbono (g dm™) 18.0
Matéria Organica (%) 3,1
Capacidade de Troca (cmol) 8,42
Saturagao Bases (%) &1.,0

TABELA 3: Teor de umidade do solo

Umidade (g g)
350 KPa 0,229
1500 KPa 0,041

TABELA 4: Granulometria do solo

Argila (%) Silte (%) Areia Grossa Areia Fina (%) Areia Toatal Classificagdo
(%) (%) Textural
<0,002mm  0,053-0,002  2,00-0,210 0,210-0,053 2,00-0,053
mm mm mm mm
10,03 5,30 44,22 40,46 84,68 Areia Franca

Y «
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

EFEITO DO INOCULO DE FUNGOS NA DEGRADACAO DE HAPs E IDENTIFICACAO
DESSES AGENTES

5.1. ESTUDO DO EFEITO DO INOCULO NA BIODEGRADACAO DE HAPs

Apds 5 e 10 dias de cultivo, as amostras foram analisadas quanto a porcentagem de
degradagédo por cromatografia, onde observou-se que as linhagens apresentaram degradacdo dos

compostos estudados, quando variou-se o tamanho do inoculo.

++ Naftaleno

As amostras foram analisada por CLAE com cinco e dez dias de cultivo (Tabela 2) quanto

a capacidade de degradagao de naftaleno, através da CLAE.

TABELA 5: Efeito do tamanho do inéculo na degradagio de naftaleno (0,5%) com 5 e 10 dias
de crescimento.

Linhagens Degradacio (%) Degradacao (%)
5 dias 10 dias
71017 NE” 59,02
8701 66,14 64,53
898 1 NE 64,27
984 1 NE 47,36
1040 1 NE 32,54
71011 1,33 4.5
870 11 NE 28,0
898 11 NE 54,66
984 11 NE 50,47
1040 11 3,02 50,47
710 11 37,33 NE
870 I NE NE
898 111 39,48 NE
984 111 24,10 NE
1040 111 NE NE

A Tamanho do inéculo adicionado ao meio de cultivo. (I) lem”; (II) 2 x Iem”; (1I1) 3 x lem™. B
NE Nao estimado. Desvio Padrao <5%.
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Apos 5 dias de crescimento (Tabela 5), verificou-se que na presenga de inoculo de lem®
somente a linhagem 870 degradou este composto. Na presenca de indculos de 2 x 1cm” somente
duas linhagens (710 e 1040) apresentaram baixa degradagdo deste HAP, e as demais ndo
apresentaram degradagio. Quando inéculos de 3 x lem’ foram adicionados ao meio de cultura as
linhagens apresentaram degradag@o deste composto, excetuando 870 e 1040. Apds dez dias de
crescimento observou-se alta degradacdo deste composto pelas linhagens aqui estudadas,
principalmente quando inéculo de 1em? foi adicionado ao meio de cultura. As mesmas linhagens
apresentaram degradagio na presenca de inéculos de 2 x lem? sendo que a linhagem 1040
apresentou melhor degradagdo nesta condigdo. Estas linhagens ndo apresentaram degradagao

quando inéculos de 3 x 1em? foram adicionados ao meio de cultivo.

Assim observou-se que a melhor degradagdo de naftaleno pelas linhagens estudadas
ocorreu no 10° dia de crescimento, e na presenga de inéculo de lem’, exceto para a linhagem

1040 que apresentou melhor degradagio na presenga de inéculo de 2 x 1em®.

+

% Antraceno

As amostras foram analisadas com cinco dias de cultivo (Tabela 6), quanto a capacidade de
degradagio de antraceno. Observou-se que as linhagens apresentaram melhor degradagdo quando
o tamanho de inéculo utilizado foi de 1 cm’, exceto a linhagem 870 que ndo apresentou
degradacdo deste composto em nenhuma das condi¢des estudadas. Apds dez dias de cultivo
observou-se que as linhagens apresentaram melhor degradagio quando foi utilizado lem’; na
presenca de 2 x lem’ nenhuma das linhagens apresentou degradacao e na presenca de 3 x lem’
todas as linhagens apresentaram alguma degradagdo deste composto, exceto a linhagem 898, que

ndo foi capaz de degradar antraceno nesta condigdo.

Utilizando-se antraceno como substrato, as linhagens apresentaram melhor degradagido com
dez dias de crescimento e quando utilizou inéculo de 1 cm’. Na presenca de 2 x lem?® ou 3 x lem
pouca ou nenhuma degradagio foi observada, quando comparada com a degrada¢io produzida na

presenga de inéculo de lem®.
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TABELA 6: Degradagio de antraceno (0,1%), com variagio no tamanho de inéculo, com 5 e 10
dias de crescimento.

Linhagens Degradac¢ao (%) Degradacao (%)
(5 dias) (10 dias)

7101 38,8 34,2
870 1 NE 64.4
898 1 317 48,9
984 1 21,0 550
1040 1 25,7 333
71011 8.8 NE
870 11 NE NE
898 11 NE NE
984 11 8,9 NE
1040 11 NE NE
710 11 NE 121
870 111 NE 335
898 111 1,4 NE
984 111 NE 11,2
1040 111 NE 8.8

A: Tamanho do inéculo adicionado ao meio de cultivo. (I) lem”; (II) 2 x lem?; (11D 3 x lem?. B.
NE Nio estimado. Desvio Padrao <5%.

* Pireno
Conforme a Tabela 7, observou-se que as linhagens apresentaram degradagdo deste
composto. Com 5 dias de cultivo, o melhor tamanho de inéculo foi de 1 cm” para as linhagens,
excetuando-se a linhagem 710 e 870 que apresentaram melhor degrada¢@o na presenca de 3 x
2 - : T e : ‘
lem”. Com dez dias de cultivo as amostras foram analisadas e verificou-se que para as cinco

. [ e 2
linhagens estudadas o melhor tamanho de inéculo foi de lem™.
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Na presencga de pireno todas as linhagens apresentaram melhor degradacio depois de dez
. . — y JE N 2 2
dias de crescimento e na presenga de indculo de lem™. Quando indculos de 2 x lem™ ou 3 x lem

foram utilizados pouca ou nenhuma degrada¢éo foi detectada.

TABELA 7: Degrada¢ao de pireno (0,05%), com 5 ¢ 10 dias de crescimento, com diferentes
tamanhos de inoculo.

Linhagens Degradacgio (%) Degradacio (%)
(5 dias) (10 dias)

710 1 NE® 55,9
870 1 3.8 59,6
898 1 50,9 354
984 1 24.6 54,8
1040 1 40,9 52,3
71011 NE 21,1
870 11 16,7 19,5
898 11 10,5 NE
984 11 10,6 NE
1040 11 12,7 22,1
710 111 33,2 39,7
870 111 223 NE
898 111 9,8 3.5
984 111 7.1 42,8
1040 111 10,3 40,0

A: Tamanho do inéculo adicionado ao meio de cultivo. (I) lem™; (II) 2 x 1 em™; (III) 3 x 1 ecm’.
B. NE Nao estimado. Desvio Padrdo <5%.

% Benzo[a]pireno

As amostras foram analisadas com cinco dias de cultivo (Tabela 8), e observou-se que as
linhagens nao apresentaram degradagdo deste composto neste periodo de crescimento, somente a

linhagem 870 apresentou degradagdio na presenga de inoculos de lem? e 2 x lem®. Observou-se
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que apos dez dias, as linhagens apresentaram degradagdo deste composto nas trés variagoes de

inéeulo, sendo que a melhor degradagdo ocorreu na presenga de indculo de 3 x lem™.

Quando benzo[a]pireno foi utilizado como substrato, verificou-se que as linhagens

apresentaram melhor degrada¢do com 10 dias de crescimento e na presenca de inéculo de 3 x
2
lem®.

TABELA 8: Degradaciao de benzo[a]pireno (0,05%), com diferentes quantidades de inoculo,

com 5 ¢ 10 dias de crescimento

Linhagens Degradaciio (%) Degradacao (%)
(5 dias) (10 dias)

710 1* NE” 19,1
870 1 9.7 71.5
898 1 NE 0

984 1 NE 67,5
1040 1 NE 17.3
71010 NE NE
870 11 17,8 9.5
398 11 NE 20,6
984 11 NE 28,3
1040 11 NE 58.7
710 111 NE 86,9
870 111 NE 81.8
898 III NE 88.5
984 111 NE 87,5
1040 111 NE 83.3

A: Tamanho do in6culo adicionado ao meio de cultivo. (1) lem™; (I) 2 x lem™; (1) 3 x lcm®. B.
NE Nio estimado. Desvio Padrio <5%.

Ap6s o estudo do efeito do in6eulo na degradagdo dos HAPs, selecionou-se os melhores

tamanhos de indculo para cada linhagem em cada substrato, como mostrado na Tabela 9:
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TABELA 9: Selegao do melhor tamanho de inéculo na degradagao dos HAPs.

Linhagens Naftaleno Antraceno Pireno Benzo|a|pireno
710 lem” lem® lem® 3cm”
870 lem? lem? lem? 3em’
898 lem? lem® lem? 3em’
984 lem? lem® lem’ 3em”
1040 2cm’ lem’ lem’ 3em’

Observou-se (Tabela 9), que para naftaleno, antraceno e pireno a melhor porcentagem de
degradagdo ocorreu quando utilizou inéculo de lem?, enquanto que benzo[a]pireno apresentou

melhor taxa de degradagdo com inéculo de 3 x lem®.

As concentragoes de HAPs utilizadas neste trabalho (naftaleno 0,5%, antraceno 0,1%,
pireno e benzo[a]pireno 0,05%) sdo superiores as relatadas na literatura, de cinco a dez vezes,
sendo que a degradac¢do final foi igual ou maior do que as relatadas na literatura (RAVELET et

al, 2000; ANDERSSON et al, 2000; PICKARD et al, 1999).

Os resultados mostram claramente que o tamanho do inéculo utilizado produziu efeito na
porcentagem de degradacdo dos HAPs por estas linhagens. Os resultados mostrados neste estudo
estdo de acordo com DOMINGUES et al., 2000, onde o tamanho do indculo teve influéncia na
morfogénese do Trichoderma reesei Rut C-30 e na producdo de celulase; assim, aumentando o
tamanho do indculo, peletes menores foram formados. Quando inéculo de aproximadamente 10°
esporos/mL foi utilizado, a maioria dos peletes formados foram maiores do que com um indculo
de 10’ esporos/mL, onde a maioria dos peletes formados foram pequenos, prevalecendo um
crescimento disperso. De acordo com METZ & KOSSEN, 1997 a interagdo da hifa é importante
na determinagao de possibilidades para formagao de peletes. Em altas concentragdes, as hifas

interagem entre si no estagio primdrio de crescimento, prevenindo o desenvolvimento de peletes.
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O tamanho dos peletes € muito importante para a formagao dos metabdlitos secundarios.
A produgdo de nicomicina por Streptomyces tendae depende fortemente do tamanho dos peletes.
Os precursores da nicomicina sdo produzidos por peletes pequenos e por micélio livre, enquanto
a nicomicina “madura” € somente produzida por peletes grandes (BRAUN & VECHT-
LIFSHITZ, 1991). O tamanho dos peletes é dependente do tamanho do inéculo em fungos
filamentosos. A ocorréncia ¢ tamanho dos peletes sao importantes em um grande nimero de
processos industriais. A producdo de dcido citrico por Aspergilfus niger ¢ dependente da

ocorréncia. mas também do tamanho dos peletes formados (JIMENEZ-TOBON et al, 1997).

JIMENEZ-TOBON et al. (1997), reportaram que para P. chrysosporium o tamanho médio
de peletes foi reduzido com o aumento do inéculo. Isto foi causado porque em altas
concentracdes de esporos um grande nimero de esporos agregados € formado, levando a um
aumento no nimero de peletes 0s quais param seu crescimento com um tamanho final pequeno

influenciando negativamente a produgao de MnP por este fungo.

SURESH & CHANDRASEKARAN (1999), reportaram um significante aumento na
producgdo de quitinase quando aumentou-se a concentragdo de indculo do fungo Beauveira
hassiena. Seus resultados também demonstraram que o tipo de indculo influenciou a taxa de

produgdo de enzima.

No estudo do efeito do indculo na biodegradagao de HAPs, observou-se que as linhagens
apresentaram diferencas na degradagio do mesmo composto como também uma mesma linhagem
apresentou porcentagem de degradacdo diferente para os diferentes HAPs. Assim o melhor
tamanho de inéculo para naftaleno, antraceno e pireno foi de | cm’, para as cinco linhagens
estudadas, exceto a linhagem 1040 que na presenca de naftaleno o inéculo selecionado foi de 2 x

2 . ey . . b)
| cm”. Para benzo[a]pireno o tamanho de inéculo selecionado foide 3 x 1 cm”.
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5.2. IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS UTILIZADAS NESTE TRABALHO

As linhagens foram examinadas macroscopicamente (visualmente e utilizando-se lupa),

por MEV e por microscopia de luz, para tentar sugerir a qual género estas linhagens pertencem.

5.2.1. Linhagem 710
5.2.1.1. Caracteristicas macroscopicas (Figura 9 A)

Colonia com textura compacta, rugosa, de cor branca amarelada. O reverso da colonia nao é
colorido.

5.2.1.2. Caracteristica microscopica (Figura 9 B e C)

Hifa hialina, septada e finas. As hifas vegetativas possuem a forma de “cordas”. As
fidlides sdo eretas formadas diretamente nas hifas, sendo separadas por um septo. No apice da
fidlide encontram-se os conidios hialinos. Estes geralmente aparecem em grupo. Os conidios

estdo ligados por um material gelatinoso, podendo se apresentar de forma unicelular.

Apos observagdes pode-se sugerir 0 género da linhagem 710 como Acremonium, pois ele

s¢ enquadra nas descrigdes acima.
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FIGURA 9: Linhagem Acremonium sp. (710). A. Observagdo macroscépica; B. Microscopia

eletronica de varredura; C. Microcultivo.

- 49 -



Degradag¢do de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

5.2.2. Linhagem 870

L

.2.2.1. Caracteristicas macroscopicas (Figura 10 A)
Coldnias de crescimento rapido, cotonosas com tufos esverdeados mais escuros.
5.2.2.2. Caracteristica microscopica (Figura 10 B e C)

Os conidioforos sao solitarios ou podem ocorrer em tufos compactos, usualmente eretos.
As fidlides hialinas possuem a porgdo central volumosa. Os conidios sdo subglobulosos para

alongados hialinos a verde e aparecem agrupados no dpice das fidlides.

Pode-se sugerir o género da linhagem 870 como 7richoderma, pois ele se enquadra nas

descricdes acima.
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B C

FIGURA 10: Linhagem Trichoderma sp. (870). A. Observagio macroscopica;, B. Microscopia

eletronica de varredura; C. Microcultivo.
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5.2.3. Linhagem 898
5.2.3.1. Caracteristicas macroscépicas (Figura 11 A)

Colonias de crescimento rapido, cotonosa, plana de coloragdo branca a rosada.
5.2.3.2. Caracterfistica microscépica (Figura 11 B e C)

Fidlides cilindricas, solitarias. Os macroconidios sdo septados, lisos, fusiformes. Os
macroconidios ndo sdo septados ou ocasionalmente apresentam 1 septo, lisos, hialinos, ovéide a

cilindricos agrupados (ocasionalmente em cadeias).

Apos observagdes podemos sugerir o género da linhagem 898 como Fusarium, pois ele se

enquadra nas descri¢cdes acima.
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FIGURA 11: Linhagem Fusarium sp. (898). A. Observagdo macroscépica; B. Microscopia

eletronica de varredura; C. Microcultivo
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5.2.4. Linhagem 984
5.2.4.1. Caracteristicas macroscépicas (Figura 12 A)

Colonias de crescimento rapido, inicialmente com uma coloragio branca e escurecendo

apos o aparecimento dos esporos, se tornando cinza a preto.
5.2.4.2. Caracteristica microscopica (Figura 12 B e C)

As hifas sdo septadas e hialinas. Apresenta vesicula (caracteristico de Aspergillus spp).

As fidlides cobrem toda a superficie da vesicula (radiados). Conideos globosos, escuros.

ApOs observacoes pode-se sugerir o género da linhagem 984 como Aspergillus, pois ele se

enquadra nas descrigdes acima.
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FIGURA 12: Linhagem Aspergillus sp. (984). A. Observagdo macroscépica; B. Microscopia

eletronica de varredura; C. Microcultivo.
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5.2.5. Linhagem 1040
5.2.5.1. Caracteristicas macroscopicas (Figura 13 A)

Col6nia de crescimento rdpido, cotonosa de coloracdo branca.
5.2.5.2. Caracteristica microscépica (Figura 13 B e C)

Os conididforos sdo eretos, hialinos pigmentados, simples ou ramificados. A ramificacéo
¢ de forma verticilar. As fidlides sdo longeniformes, hialinas. Os conidios sdo unicelulares,

hialinos, ovaides.

Apos observagdes pode-se sugerir o género da linhagem 1040 como Verticillium, pois ele

se enquadra nas descri¢des acima.
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FIGURA 13: Linhagem Verticillium sp. (1040). A. Observag¢do macroscopica; B. Microscopia

eletronica de varredura; C. Microcultivo.
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Conforme resultado obtido ap6s analise tanto por MEV e microscopia de luz sugere-se os

seguintes géneros para as linhagens flngicas utilizadas neste trabalho:
% 710 => Acremonium sp.
s 870 => Trichoderma sp.

s 898 => Fusarium sp.

% 984 => Aspergillus sp.

% 1040 => Verticillium sp.
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CRESCIMENTO DOS FUNGOS EM HAPs
5.3. EFEITO DA CONCENTRACAO DOS HAPs NO CRESCIMENTO FUNGICO

5.3.1. Determinac¢io da massa seca

As Figuras abaixo mostram a massa seca obtida apos crescimento das linhagens em
diferentes concentra¢des de HAPs por 30 dias, quando o composto foi adicionado junto com o

inéculo e por 33 dias quando o composto foi adicionado no 3° dia de crescimento.
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FIGURA 14: Massa seca produzida por Acremonium sp utilizando-se como substrato os HAPs
nas diferentes concentragoes.
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ApGs o crescimento desta linhagem nos 4 tipos de HAPs e nas diferentes concentragdes,
pode-se observar que o fungo Acremonium sp (Fig.14) produziu maior quantidade de massa seca
quando comparada com o controle (6,4 mg para 1 cm® e 18,6 mg para 3 x lem?). Quando os
HAPs foram adicionados ao meio juntamente com o indculo, na presenga de naftaleno esta
linhagem teve seu crescimento inibido na concentragio de 0,9%, para antraceno 0,4%, pireno
0,1% e benzo[a]pireno 0,1%. Nao houve inibi¢do total do crescimento quando os compostos
foram adicionados no 3° dia de crescimento e sim uma diminui¢do na producdao de massa seca

quando aumentou-se as concentragdes, exceto na presenca de pireno.
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FIGURA 15: Massa seca produzida pelo fungo Trichoderma sp utilizando como substrato os

HAPs nas diferentes concentragoes.
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Quando o fungo Trichoderma sp (Fig. 15) foi crescido nos HAPs com diferentes
concentragoes verificou-se que, quando os substratos foram adicionados junto com o indculo ou
no 3° dia, esta linhagem obteve um crescimento maior quando comparada com o controle (3.8
mg para lem® e 23.4 mg para 3 x lcm?). Quando os compostos foram adicionados junto com o
in6culo, na presenga de naftaleno, pireno e benzola]pireno nas concentragdes de 0,7, 0,1 e 0,1 %,
respectivamente. Seu crescimento foi inibido, na presenca de antraceno na concentragdo de 0,5%.
N@o houve inibicao total de crescimento quando os compostos foram adicionados no 3° dia de
crescimento e sim uma diminuicdo na produgdo de massa seca quando aumentou-se as

concentracoes, exceto na presenga de pireno.
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FIGURA 16: Massa seca produzida pelo fungo Fusarium sp utilizando como substrato os HAPs

nas diferentes concentragoes.
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A linhagem Fusarium sp (Fig. 16) quando crescida nos HAPs aqui estudados apresentou
maior produc@o de massa seca na presenga dos substratos, quando comparada com o controle (3.5
mg para lem” e 28,1 mg para 3 x lem?), sendo que quando os HAPs foram adicionados ao meio
no 3 dia a producdo de massa seca foi ainda maior. Esta linhagem teve seu crescimento inibido,
adicdo dos compostos junto com o indculo, na presencga de antraceno, pireno e benzo[a]pireno,
quando adicionou-se as concentragdes de 0.4, 0,1 e 0,1% respectivamente. Na presenca de
naftaleno o crescimento foi inibido somente quando adicionou 0,9%. Nio houve inibigdo total do
crescimento quando os compostos foram adicionados no 3° dia de crescimento e sim uma

diminui¢@o na produ¢do de massa seca quando aumentou-se as concentragdes, exceto na presenga

de pireno.
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FIGURA 17: Massa seca produzida pelo fungo Aspergillus sp utilizando como substrato os

HAPs nas diferentes concentragoes.
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Quando a linhagem Aspergillus sp (Fig.17) foi crescida nos substratos em diferentes
concentracoes verificou-se que houve maior crescimento apés adicionar os substrato quando
comparada com o controle (12,1 mg para lem® e 30,8 mg para 3 x lem?). Quando o composto foi
adicionado junto com o inéculo, observou-se que na presenga de naftaleno 0,9% houve inibi¢ao
do crescimento; para antraceno ndo houve inibi¢do de crescimento, mas a producdo de massa
seca diminuiu significativamente nas concentragdoes de 0.4 e 0,5%; utilizando os compostos
pireno e benzo[a]pireno nas concentragdes de 0,1 e 0,2% houve inibi¢dao do crescimento desta
linhagem. Nao houve inibi¢do total de crescimento quando os compostos foram adicionados no 3°
dia de crescimento e sim uma diminui¢do na producdo de massa seca quando houve aumentou

das concentragoes.
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FIGURA 18. Massa seca produzida pelo fungo Verticillium sp utilizando como substrato os

HAPs nas diferentes concentragoes.
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Apos o crescimento da linhagem Verticillium sp (Fig. 18) nos HAPs utilizados observou-
se que o crescimento das linhagens controle (13,9 mg para lem?, 20,5 mg para | x 2em’ e 29,3
mg para 3 X lem?®) foi menor quando comparado com a linhagem utilizando os substratos.
Quando o composto foi adicionado ao meio de cultivo no 3° dia a produgdo de massa seca foi
maior do que quando adicionado junto com o inéculo. Quando a adi¢io ocorreu junto com o
inoculo, na presenca de naftaleno ndao houve inibicio do crescimento, mas uma diminui¢io
significativa utilizando a concentragio de 0,9%, ja com antraceno observa-se que houve inibi¢io
do crescimento na concentragio de 0,5%. Quando se utilizou pireno e benzo[a]pireno houve
mibicao do crescimento nas concentragdes de 0,1 e 0,2%. Nao houve inibi¢do total de
crescimento quando os compostos foram adicionados no 3° dia de crescimento e sim uma
diminui¢@o na produgdo de massa seca, principalmente quando naftaleno e antraceno foram

utilizados como substratos, quando houve aumentou das concentragdes.
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5.3.2. PROTEINA MICELIAL

A quantificagdo da proteina micelial esta relacionada com o crescimento fungico, portanto

quanto maior a concentragao de proteina micelial maior serd o crescimento das linhagens.

5.3.2.1. Adiciao do naftaleno juntamente com o inoculo ou no 3° dia de cultivo

As linhagens foram crescidas neste HAP (0.5%) durante 30 dias e a adi¢do deste composto

ocorreu juntamente com o inéculo e no 3° dia de crescimento totalizando 33 dias de crescimento.
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FIGURA 19: Produciio de proteina micelial, apés crescimento das linhagens em naftaleno 0,5%.
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Observou-se que a produgdo de proteina micelial (Figura. 19A) foi maior com 30 dias de
cultivo para as linhagens Fusarium sp (898) (2,17 mg) e Verticillium sp (1040) (4,83 mg),
enquanto que a linhagem Aspergillus sp (984) mostrou maior producio de proteina no 3° (3,5 mg)
e 6° (3,52 mg) dia de cultivo. As linhagens Acremonium sp (710) e Trichoderma sp (870)
mostraram valores aproximados de proteina em todos os dias analisados (0,78 — 1,23 mg e 0,98 —

1,59 mg, respectivamente).

De acordo com a Figura 19B, a linhagem 7richoderma sp (870) apresentou os maiores
valores de proteina na presenc¢a de naftaleno (0,5%). sendo o valor maximo obtido no 3° dia de
cultivo (11,43 mg), enquanto que as demais linhagens apresentaram valores proximos de proteina

durante os 30 dias analisados (1,12 — 5,71 mg).

Observando as Figuras 19A e 19B pode se verificar que quando o naftaleno foi

adicionado apo6s 3 dias de cultivo possibilitou um maior crescimento fingico.

5.3.2.2. Adic¢io do antraceno juntamente com o inéculo ou no 3° dia de cultivo

As linhagens foram crescidas em antraceno 0,1% sendo que a adicdo deste composto foi
realizada juntamente com o inéculo durante 30 dias ou no 3° dia de cultivo totalizando 33 dias de

crescimento.

A avaliagdo do crescimento fingico quando adicionando o composto e o indculo juntos,
(Figura 20A). todas as linhagens estudadas apresentaram producdo de proteina micelial. A
linhagem Acremonium sp (710) apresentou maior concentragido de proteina com 20, 25 e 30 dias
(10,20 mg, 10,15 mg e 5,24 mg, respectivamente). As demais linhagens também apresentaram

proteina em todos os dias, mas em menor valor (entre 0,62 mg a 6,40 mg).

De acordo com a Figura 20B, observou-se que a producdo de proteina micelial foi maior
entre os dias 12° ao 20° dia de crescimento, exceto para a linhagem Aspergillus sp (984) (4,26
mg) a qual apresentou melhor produc¢do de proteina com 6 dias. Sendo que as linhagens
Fusarium sp (898), e Trichoderma sp (870) foram as que mais apresentaram crescimento micelial

(10,15 mg e 9,24 mg, respectivamente).
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FIGURA 20: Producio de proteina micelial, apés crescimento das linhagens em antraceno 0,1%.
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5.3.2.3.. Adicao do pireno juntamente com o inéculo ou no 3° dia de cultivo

As linhagens foram crescidas em pireno 0,05% com adic¢io juntamente com o inoculo durante

30 dias ou no 3° dia de crescimento totalizando 33 dias de crescimento.
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FIGURA 21: Produgao de proteina micelial, apds crescimento das linhagens em pireno 0,05%.
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De acordo com a Figura 21A, observou-se que todas as linhagens produziram proteina
micelial, sendo que o pico maximo de produc¢do foi obtido com a linhagem Acremonium sp (710)

com 15 dias de crescimento (13,8 mg).

A Figura 21B mostra a produgdo de proteina micelial produzida pelas linhagens apos
crescimento em pireno, durante um periodo de 30 dias. Observou-se que todas as linhagens foram
capazes de produzir proteina em todos os dias analisados. As linhagens Acremonium sp (1040) e
Fusarium sp (898) produziram a maior quantidade de proteina micelial no 12° dia (11,38 mg e
9,60 mg). Ja para a linhagem Aspergillus sp (984), o melhor dia foi o 25° (8,76 mg). As linhagens
Trichoderma sp (870) e Verticillium sp (1040) apresentaram niveis semelhantes de proteina

durante todos os dias analisados (2,34 mg — 6,63 mg, respectivamente).

5.3.2.4. Adic¢io do benzo|a]pireno juntamente com o inoculo ou no 3° dia de cultivo

As linhagens foram crescidas em benzo[a]pireno 0,05% com adi¢do deste composto
juntamente com o in6culo durante 30 das e no 3° dia de crescimento totalizando 33 dias de

crescimento.

De acordo com a Figura 22A, observou-se que todas as linhagens produziram proteina
micelial. A maior concentra¢io de proteina foi detectada no 15° e 20° dia de cultivo, onde a
linhagem Acremonium sp (710) apresentou o pico maximo da producio de proteina micelial com
15 dias (15,39 mg).

Conforme verificou-se na Figura 22B todas as linhagens foram capazes de produzir
proteina micelial, sendo que a melhor produgdo desta, foi obtida no periodo do 12° ao 25° dia. O
pico maximo de producio de proteina micelial foi obtido com as linhagens Fusarium sp (898),
com 12 dias de cultivo e Trichoderma sp (870) com 25 dias de crescimento (11,80 mg e 10,49

mg, respectivamente).
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FIGURA 22: Producio de proteina micelial, apos crescimento das linhagens em benzo[a]pireno
0,05%.

Observou-se que quando aumentou a concentracdo dos HAPs, inibiu o crescimento das
linhagens. Quando os compostos foram adicionados ao meio junto com o indculo verificou-se

que, na presenca de naftaleno, o HAP mais simples, na concentracio de 0,9% teve efeito
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inibitério para as linhagens. Quando utilizou-se antraceno, este apresentou efeito inibitério a
partir da concentracao de 0,4% para as linhagens Acremonium sp (710), Fusarium sp (898) e
Aspergillus sp (984). Para pireno e benzo[a]pireno, os HAPs mais complexos, a concentragao
inibitoria foi de 0,1% para as cinco linhagens. Quando os compostos foram adicionados ao meio
no 3° dia de cultivo, verificou-se que as linhagens ndo tiveram seu crescimento totalmente

inibido, mas uma queda na produgao micelial.

Quanto a proteina micelial observou-se que a producdao desta foi maior quando o
composto foi adicionado no 3° dia de crescimento para naftaleno, antraceno, pireno e
benzo[a]pireno, sendo que o mdximo de proteina detectada para os fungos testados foi entre o
periodo de 15 a 25 dias de cultivo, apds esse periodo as linhagens apresentaram uma diminuigao

da produgdo de proteina micelial.
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MECANISMOS ENZIMATICOS ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE BIODEGRADACAO
DE HAPs

5.4. ESTUDO DA DEGRADACAO DE HAPs

Foram utilizados quantidades de in6culo selecionados no estudo anterior e a degradagao,

atividades das enzimas e biosurfactantes foram determinadas.

5.4.1. Adicao do naftaleno
5.4.1.1. Com o inéculo

As linhagens foram crescidas neste HAP durante 30 dias e a adi¢do deste composto ocorreu

juntamente com o indculo.
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FIGURA 23: Atividades ligninoliticas ap6s crescimento das linhagens em naftaleno, adicionado

junto com o inéculo, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C. Lacase.

-72 -



Degradagdo de Hidrocarbonetos Aromdticos Policiclicos por Fungos

Foi observado que nesta condicdo, as linhagens nao apresentaram atividade de LiP (Fig.
23 A), exceto a linhagem Acremonium sp (710) que apresentou esta atividade apds 20 e 25 dias
de cultivo e a linhagem Verticillium sp (1040) que apresentou LiP apds 30 dias de cultivo. A
produgio de atividade de MnP (Fig 23 B) foi detectada em todos os dias analisados, exceto no 6°
e 25° dia de cultivo. No 3° dia de cultivo observou-se que somente a linhagem Acremonium sp
(710) produziu esta atividade. No 9° e 12° dia de cultivo somente as linhagens Fusarium sp (898)
e Aspergillus sp (984) produziram MnP. No 15° e 30° dia foi detectado MnP no sobrenadante das
linhagens Trichoderma sp (870) e Verticillium sp (1040). Sendo que no 20° dia as linhagens
Trichoderma sp (870), Fusarium sp (898) e Verticillium sp (1040) produziram esta atividade. Os
maiores valores de atividade de lacase (Fig 23 C) foram detectados apés 3 dias de cultivo para
todas as linhagens, exceto para a linhagem Acremonium sp (710) que apresentou um maior valor

de atividade com 20 dias de cultivo.

De uma maneira geral observou-se que as linhagens produziram atividade ligninolitica a

qual variou com a linhagem e com o dia de cultivo.
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FIGURA 24: Atividade de biosurfactante produzida pelas linhagens apoOs crescimento em

naftaleno como fonte de carbono, adicionado junto com o inéculo.
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Foi observado que todas as linhagens apresentaram atividade de biosurfactante (Fig 24)
em todos os dias analisados, exceto a linhagem Aspergillus sp (984) que ndo apresentou esta
atividade com 6 e 20 dias de cultivo. As linhagens ndo apresentaram a formagio de halo, exceto a

linhagem Aspergillus sp (984) a qual produziu halo de 0,4 cm com 20 dias de cultivo.

Quanto a produgdo de citocromo P-450, as cinco linhagens nao apresentaram esta proteina em
nenhum dos dias analisados.
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FIGURA 25: Degradagio de naftaleno produzida pelas linhagens apds crescimento em

naftaleno, adicionado junto com o inéculo.

Observou-se (Fig 25), que apds a extracao e analise por CLAE as linhagens apresentaram
diferentes porcentagens de degradagdo do composto utilizado. Os melhores dias de degradacido
foram no 6°, 15° e 25° dia de cultivo. Sendo que a melhor degradagio foi realizada pela linhagem

Acremonium sp (710) no 6° dia de cultivo (35,9%).
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5.4.1.2. No 3° dia de crescimento

As linhagens foram crescidas neste HAP, sendo que a adi¢ao deste substrato ocorreu no 3° dia

de cultivo, e cultivou-se por um periodo de 30 dias.
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FIGURA 26: Atividades ligninoliticas ap6s crescimento das linhagens em naftaleno como fonte

de carbono, adicionado no 3° dia de cultivo. A. LiP; B. MnP; C. Lacase.

Observou-se que nesta condicdo, as linhagens apresentaram atividade de LiP (Fig 26A),

excetuando-se a linhagem Verticillium sp (1040) que ndo produziu esta atividade em nenhum dos

HEL
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dias analisados. A linhagem Fusarium sp (898) produziu a maior quantidade de LiP detectada
(0,036 U/L), no 9° dia de cultivo. Observou-se que as linhagens produziram MnP (Fig 26B) nos
dias analisados, excetuando-se no 9° dia de cultivo. No 12° dia de cultivo somente a linhagem
Fusarium sp (898) produziu esta enzima. Sendo que o melhor dia para producdo de MnP foi no
30° dia de cultivo. As linhagens aqui estudadas produziram lacase (Fig 26C) no 3° e 12° dia de
cultivo, no 6° dia somente as linhagens 7richoderma sp (870) e Fusarium sp (898) produziram
esta enzima, no 9° dia, lacase foi produzida somente pela linhagem Verticillium sp (1040) e no
30° dia detectou-se esta atividade nos sobrenadantes das linhagens Acremonium sp (710),
Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984). Nos demais dias de andlise esta enzima nao foi

detectada.

De maneira geral as linhagens apresentaram atividades ligninoliticas, e quando
comparadas com a adi¢do de naftaleno juntamente com o indculo, os valores de atividade foram

maiores para as 3 enzimas estudadas.
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FIGURA 27: Atividade de biosurfactante, aumento da absorbancia produzida pelas linhagens
apos crescimento em naftaleno como fonte de carbono, adicionado no 3° dia de

cultivo.
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A atividade de biosurfactante (Fig 27) foi detectada em todos os dias analisados. O melhor
dia para a producao desta foi no 25° dia de cultivo, onde as cinco linhagens apresentaram o maior

valor desta atividade.
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FIGURA 28: Atividade de biosurfactante por formag@o de halo produzida pelas linhagens apos

crescimento em naftaleno como fonte de carbono, adicionado no 3° dia de cultivo.

Estas linhagens, nesta condi¢do de cultivo, apresentaram a formagao de halo (cm) como
visto na Figura 28. Esta produgao de halo foi varidvel e o maior halo detectado foi formado pela

linhagem Aspergillus sp (984) com 12 dias de cultivo (1,16 cm).

Quanto 4 producio de citocromo P-450, as cinco linhagens ndo apresentaram esta proteina

em nenhum dos dias analisados.
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FIGURA 29: Degradagao de naftaleno, adicionado no 3° dia de cultivo, produzida pelas

linhagens.

Observou-se que as linhagens apresentaram diferentes porcentagens de degradacio (Fig
29) deste composto nesta condicdo de cultivo. Todas as linhagens apresentaram degradagao deste
HAP, sendo que as melhores porcentagens de degradacao foram detectadas no 6° e 12° dia de

cultivo.

ApOs estas andlises utilizando naftaleno como fonte de carbono, adicionado tanto junto
com o in6culo como no 3° dia, verificou-se que os melhores resultados foram obtidos quando o

composto foi adicionado no 3° dia de cultivo.

5.4.2. Adicao do antraceno

5.4.2.1. Com inoculo

As linhagens foram crescidas neste HAP durante 30 dias e a adi¢do deste ocorreu juntamente

com o inoculo.
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FIGURA 30: Atividades ligninoliticas produzida pelas linhagens crescidas em antraceno,
adicionado junto com o inéculo, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C.

lacase.

A Figura 8 mostra os valores obtidos de atividade de LiP (Fig 30A) onde observou-se que
somente a linhagem Aspergillus sp (984) produziu esta atividade no 6°, 9° e 25° dia de cultivo e a
linhagem Trichoderma sp (870) no 25° dia. As demais linhagens nao produziram atividade de LiP
em nenhum dos dias analisados. A atividade de MnP (Fig 30B) nao foi produzida por nenhuma
das linhagens nos 20° e 25° dia de cultivo, conforme pode ser verificado. No 15° dia de cultivo

todas as linhagens apresentaram esta atividade, e também as maiores concentragdes de MnP. De
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acordo com a Figura 30C observou-se que nenhuma das 5 linhagens flingicas produziram lacase
no 15° e 25 dia de cultivo, sendo os melhores valores desta enzima produzidos, pelas cinco
linhagens fingicas, no 6° e 9° dia. Verificou-se que a linhagem Verticillium sp (1040) apresentou
pico maximo de atividade tanto no 6° quanto no 9° dia.

De maneira geral as linhagens apresentaram atividade ligninolitica, sendo que a atividade

de LiP foi baixa e a atividade de MnP foi a que apresentou maior valor de atividade.
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FIGURA 31: Atividade de biosurfactante por aumento da absorbincia produzida pelas linhagens

apoOs crescimento em antraceno, adicionado junto com o indculo, como fonte de

carbono.
Apos a andlise da determinagdo de biosurfactante (Fig. 31), observou-se que a linhagem

Acremonium sp (710) foi a que produziu esta atividade em todos os dias analisados, exceto no 9°

dia. As demais linhagens apresentaram baixa produgio deste tipo de biosurfactante.
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FIGURA 32: Atividade de biosurfactante por formagdo de halo, produzida pelas linhagens apos
crescimento em antraceno, adicionado junto com o indculo, como fonte de

carbono.

Na Figura 32 pode-se verificar que a formagao de halo foi varidvel e a linhagem Acremonium

sp (710) foi a que apresentou halo em todos os dias analisados.

«» Proteina citocromo P-450

Apés determinagao da proteina cit P-450, observou-se que a linhagem Acremonium sp
(710) produziu esta proteina somente no 30° dia de cultivo, apds tratamento com CO (0,007 nmol
mg ' proteina). Ja a linhagem Trichoderma sp (870) produziu cit P-450 com 9, 12 e 30 dias (0,02,
0,03 e 0,005 nmol mg™' proteina, respectivamente), também apods tratamento com CO. A detecgdo
de cit P-450 no meio de cultivo da linhagem Fusarium sp (898) ocorreu no 6° dia (0,006 nmol
mg ' proteina) apds tratamento com CO; e no 15° dia detectou-se esta proteina tanto apos
tratamento com CO como apds adi¢ao e ditionato (0,01 e 0,014 nmol mg' proteina,
respectivamente). A linhagem Aspergillus sp (984) produziu cit P-450 no 12° dia (0,01 nmol mg’
protefna) apGs adi¢do de ditionato e no 15° ¢ 25° dia (0,0le 0,01 nmol mg proteina) apds
tratamento com CO. A linhagem Verticillium sp (1040) produziu citocromo no 15° e 20 dia de

cultivo (0,005 e 0,003 nmol mg™' protefna) apés tratamento com CO.
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FIGURA 33: Degrada¢do de antraceno, adicionado junto com o inéculo, produzida pelas

linhagens fungicas.

Apo6s estudo da degradagdo de antraceno (Fig. 33) por CLAE, observou-se que os
melhores resultados de degradagdo foram obtidos no 3° dia, exceto para as linhagens Fusarium sp
(898) e Aspergillus sp (984) as quais apresentaram melhores resultados apds 12 e 6 dias de

cultivo, respectivamente

5.4.2.2. No 3° dia de crescimento

As linhagens foram crescidas neste HAP, sendo que a adigdo deste substrato ocorreu no 3° dia

de cultivo, e incubou-se por um periodo de 30 dias.
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FIGURA 34: Atividades ligninoliticas produzida pelas linhagens crescidas em antraceno,
adicionado no 3° dia de cultivo, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C.

lacase.

Conforme a Figura 34, as linhagens Fusarium sp (898), Aspergillus sp (984) e
Verticillium sp (1040) apresentaram atividade de LiP (Fig 34A) com 3 dias de cultivo, enquanto
que no 6° dia somente as linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e Aspergillus sp
(984) apresentaram esta atividade. Com 15 dias de cultivo as linhagens que apresentaram
atividade de LiP foram Trichoderma sp (870) e Aspergillus sp (984) e no 20° dia, as linhagens
Trichoderma sp (870), Fusarium sp (898) e Verticillium sp (1040). No 9°, 12°, 25° e 30° ndo se
detectou a produgdo desta atividade pelas linhagens aqui estudada. De uma forma geral poucas

linhagens produziram LiP nos dias analisados. A produgdo de MnP € mostrada na Fig 34B.
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Observou-se que as linhagens Acremonium sp (710) e Aspergillus sp (984) produziram MnP em
praticamente todos os dias analisados. A linhagem 7richoderma sp (870) apresentou MnP no 3°,
6% 9 e 15° dia de cultivo, a linhagem Fusarium sp (898) apresentou MnP somente no 15° dia e a
linhagem Verticillium sp (1040) apresentou MnP no 3°, 6°, 9° e 20° dia de cultivo. Esta enzima
ndo foi detectada nos dias 25 e 30 de crescimento pelas 5 linhagens aqui estudadas. A atividade
de lacase ¢ mostrada na Fig 34C, observou-se que a linhagem Acremonium sp (710) apresentou
atividade de lacase no 3° e 12° dia, a linhagem 7richoderma sp (870) apresentou esta atividade
somente com 9 dias. A linhagem Fusarium sp (898) apresentou atividade de lacase na maioria
dos dias analisados, excetuando-se no 15° 20° 25° e 30° dia, a linhagem Aspergillus sp (984)
apresentou lacase no 3° 6°, 9° e 25° dia e no sobrenadante da linhagem Verticillium sp (1040) a
atividade de lacase foi detectada com 9, 12 e 25 dias de cultivo. A producio de lacase ndo foi

detectada com 15, 20 e 30 dias.

De maneira geral as atividades aqui estudadas foram detectadas nos sobrenadantes das
linhagens em maior valor quando comparada com a adi¢do do composto junto com o inéculo,
exceto para MnP que produziu maior valor de atividade quando o substrato foi adicionado junto

com o in6culo.

++ Atividade de biosurfactante
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FIGURA 35: Atividade de biosurfactante por aumento da absorbancia produzida pelas linhagens
apds crescimento em antraceno, adicionado no 3° dia de cultivo, como fonte de

carbono.
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Quanto a producdo de biosurfactante (Fig.35), observou-se que todas as linhagens em
todos os dias analisados produziram este composto em baixa quantidade, exceto a linhagem

Fusarium sp (898) que produziu alta quantidade de biosurfactante com 15 dias de cultivo.
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FIGURA 36: Atividade de biosurfactante por formagado de halo, produzida pelas linhagens apos

crescimento em antraceno, adicionado no 3° dia de cultivo, como fonte de

carbono.

Quanto a formagdo de halo (Fig.36) verificou-se que as linhagens Acremonium sp (710) e
Fusarium sp (898) formaram halo em todos os dias analisados, a linhagem Verticillium sp (1040)
nio apresentou formagdo de halo em nenhum dos dias, enquanto que a linhagem Trichoderma sp
(870) apresentou halo no 6°, 9° e 30° dia e a linhagem Aspergillus sp (984) apresentou halo no 6°,
12°, 15°, 20°, 25° e 30° dia de cultivo.

4+ Proteina citocromo P-450

Ap6s determinacdo de cit P-450, quando o composto foi adicionado no 3° dia,
observou-se que a linhagem Acremonium sp (710) apresentou esta atividade no 25° dia
(0,01 nmol mg' proteina) apés tratamento com CO. A linhagem Trichoderma sp (870)
apresentou atividade desta proteina no 20° dia de cultivo, tanto apés tratamento com CO como
ap6s adigdo de ditionato (0,008 e 0,01 nmol/mg proteina, respectivamente). A produgao de cit P-
450 foi detectada no 9° e 15° dia de cultivo ( 0,001 e 0,005 nmol mg' protefna), apds
crescimento da linhagem Fusarium sp (898) utilizando antraceno como fonte de carbono, sendo

que no 9° dia ap6s adi¢do de ditionato e no 15° dia apés tratamento com CO. A linhagem
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Aspergillus sp (984) apresentou cit P-450 no 9° e 15° dia (0,01 e 0,003 nmol mg" proteina,
respectivamente) apés tratamento com CO. A linhagem Verticillium sp (1040) apresentou cit P-
450 no 3° dia (0,004 e 0,0005 nmol mg'l proteina) tanto apds tratamento com CO como apos

adicio de ditionato e também no 30° dia (0,003 nmol mg ™' proteina) apés tratamento com CO.
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FIGURA 37: Degradagdao de antraceno, adicionado no 3° dia de cultivo, produzida pelas

linhagens fungicas.

Como pode ser observado na Figura 37, no 12° e 20° dia de cultivo as linhagens nao
apresentaram degradacao deste composto. A melhor porcentagem de degradagdo foi obtida no
15° dia para todas as linhagens, exceto a linhagem Verticillium sp (1040) que apresentou melhor

degradacao apés 25 dias de crescimento.

Apos estas andlises utilizando antraceno como fonte de carbono, adicionado tanto junto
com o inéculo como no 3° dia, observa-se que os melhores resultados de atividade enzimdtica e

degradagao foi quando se adicionou o composto no 3° dia de crescimento.

5.4.3. Adicao de Pireno

5.4.3.1. Com ino6culo

As linhagens foram crescidas neste HAP, adicionado juntamente com o indculo e incubado

por um periodo de 30 dias.
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+ Atividades ligninoliticas
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FIGURA 38: Atividades ligninoliticas produzida pelas linhagens crescidas em pireno,
adicionado junto com o inéculo, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C.

lacase.

Conforme ¢ mostrado na Figura 38A, a atividade de LiP foi detectada em todos os dias
analisados, sendo que a maior produgdo desta enzima foi obtido pela linhagem Aspergillus sp
(984) com 25 dias de cultivo. No 3° dia de cultivo a linhagem Aspergillus sp (984) produziu LiP
mas o valor detectado foi muito baixo (0,001 U/L). De acordo com a Figura 38B verificou-se que
as linhagens ndo apresentaram atividade de MnP no 3° e 25° dia de cultivo. A linhagem
Verticillium sp (1040) ndo apresentou esta atividade em nenhum dos dias analisados, enquanto
que as demais linhagens, apresentaram maior produ¢do de MnP no 9° dia de crescimento. As
linhagens ndo apresentaram atividade de lacase (Fig 38C) no 25° e 30° dia de cultivo. O maior

valor de lacase para as cinco linhagens foi obtida no 3° dia de crescimento.
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De wuma maneira geral observou-se que as linhagens apresentaram atividades
ligninoliticas, durante todo o experimento, principalmente da enzima lacase a qual foi detectada

em todos os sobrenadantes das linhagens, no inicio do experimento.

++ Atividade de biosurfactante
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FIGURA 39: Atividade de biosurfactante, aumento da absorbancia produzida pelas linhagens
apos crescimento em pireno, adicionado junto com o inéculo, como fonte de

carbono.

Apos a andlise da determinacao de biosurfactante (Fig 39), observou-se que a linhagem
Acremonium sp (710) produziu este tipo de biosurfactante em todos os dias analisados, exceto no
9° dia. As demais linhagens apresentaram baixa produgao de biosurfactante. Os maiores valores

de biosurfactante foram detectados na 6° dia de experimento.
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FIGURA 40: Atividade de biosurfactante por formagdo de halo, produzida pelas linhagens ap0s

crescimento em pireno, adicionado junto com o indculo, como fonte de carbono.

Na Figura 40 sdo apresentados os resultados obtidos da atividade de biosurfactante pela
formacio de halo. Como pode ser observado houve a formagdo de emulsdo dgua em 6leo em
todos os dias analisados, porém esta producao foi varidvel, sendo que os maiores valores de halo

foram obtidos no 3° e 30° dia de experimento.

< Proteina citocromo P-450

Ap6s determinagdo da proteina cit P-450, a linhagem Acremonium sp (710) produziu esta
proteina no 9° dia e cultivo (0,003 nmol mg ' protefna) ap6s tratamento com CO e no 15° dia
(0,004 nmol mg' proteina) apés adi¢do de ditionato. A linhagem Trichoderma sp (870)
apresentou atividade cit P-450 somente no 12° dia de cultivo (0,002 nmol mg' proteina) apés
tratamento com CO. A proteina P-450 foi detectada somente no 20° dia (0,012 nmol mg’’
proteina) apds tratamento com CO, para a linhagem Fusarium sp (898). A linhagem Aspergillus
sp (984) apresentou cit P-450 nos dias 12, 15 e 20 (0,0004, 0,003 ¢ 0,006 nmol mg ' proteina,
respectivamente) apds tratamento com CO. A linhagem Verticillium sp (1040) apresentou

atividade de citocromo no 3° dia (0,02 e 0,03 nmol mg™' proteina) tanto ap6s tratamento com CO
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como apos adi¢do de ditionato, no 6° dia (0,001 nmol mg" proteina) apos tratamento com CO e

no 12° e 20° dia (0,002 e 0,07 nmol mg™' proteina) apés adi¢io de ditionato.
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FIGURA 41: Degradagio de pireno, adicionado junto com o indculo, produzida pelas linhagens
fingicas.

Observou-se na Figura 41 que todas as linhagens foram capazes de degradar pireno como
tnica fonte de carbono. Sendo os melhores resultados de degradacdo obtidos no 6° e 25° dia, no
qual todas as linhagens degradaram pireno em maior quantidade, excetuando-se a linhagem
Acremonium sp (710) que produziu uma grande degradacdo deste composto com 30 dias de

cultivo.

5.4.3.2. No 3° dia de crescimento

As linhagens foram crescidas neste HAP, sendo que a adigdo deste substrato ocorreu no 3° dia

de cultivo, e cultivou-se por um periodo de 30 dias.
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FIGURA 42: Atividades ligninoliticas produzida pelas linhagens crescidas em pireno,
adicionado no 3° dia de cultivo, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C.

lacase.

A atividade de LiP é mostrada na Figura 42A. Como pode se verificar ndo foi detectada
atividade de LiP no 3° 9° e 30° dia de cultivo. No 6° dia somente a linhagem 7richoderma sp
(870) apresentou esta atividade. As linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e
Fusarium sp (898) apresentaram LiP com 12 dias de cultivo. No 15° dia todas as linhagens
apresentaram atividade de LiP, exceto a linhagem Trichoderma sp (870). No 20° dia esta
atividade foi detectada no sobrenadante das linhagens Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984).
Sendo que no 25° dia a atividade desta enzima foi produzida pelas linhagens Acremonium sp
(710), Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984). De acordo com a Figura 42B, a atividade de

MnP nio foi detectada no 15° e 25° dia de cultivo. Ja no 3°, 20° e 30° dia de cultivo todas as
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linhagens apresentaram atividade de manganés peroxidase. Com 6 dias de cultivo somente a
linhagem 7richoderma sp (870) apresentou MnP. No 9° dia esta atividade foi detectada no
sobrenadante das linhagens Aspergillus sp (984) e Verticillium sp (1040). Somente as linhagens
Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e Aspergillus sp (984) apresentaram esta atividade
no 12° dia de cultivo. Como se pode observar na Figura 42C a atividade de lacase foi detectada
em todos os dias analisados, sendo que no 9° dia de cultivo todas as linhagens apresentaram
atividade de lacase. A maior produgdo desta enzima foi detectada nos sobrenadantes da maioria
das linhagens entre 0 9° e 15° dia de cultivo.

De uma maneira geral as atividades ligninoliticas apresentaram valores médios

semelhantes, tanto para a adi¢@o do HAP junto com o inéculo como no 3° dia de cultivo.

« Atividade de biosurfactante
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FIGURA 43: Atividade de biosurfactante, aumento da absorbancia produzida pelas linhagens
apOs crescimento em pireno, adicionado no 3° dia de cultivo, como fonte de

carbono.

Conforme observado na Figura 43, verificou-se que as linhagens Acremonium sp (710) e
Fusarium sp (898) apresentaram a formacao de biosurfactante em todos os dias analisados. A
linhagem Trichoderma sp (870) apresentou a formagdo deste composto somente no 3°, 9% e 30°

dia de cultivo. Este composto foi detectado no sobrenadante da linhagem Aspergillus sp no 3°, 9°,
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12°, 20°, 25° e 30° dia. A linhagem Verticillium sp (1040) apresentou atividade de biosurfactante

em todos os dias analisados, exceto no 12° dia de crescimento.
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FIGURA 44: Atividade de biosurfactante por formacdo de halo, (emulsdao dgua em dleo)
produzida pelas linhagens apds crescimento em pireno, adicionado no 3° dia de

cultivo, como fonte de carbono.

J4 quanto a formagdo de halo (Fig 44), observa-se que no 3° dia nenhuma das linhagens
apresentaram halo. As linhagens Acremonium sp (710), Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984)
produziram halo em todos os dias exceto no 12° para a linhagem Aspergillus sp (984). A
linhagem Trichoderma sp (870) produziu halo somente no 12° e 15° dia de crescimento. A
linhagem Aspergillus sp (984) apresentou os maiores valores de atividade de biosurfactante em

todos os dias amostrados.

+* Proteina citocromo P-450

Ap6s andlise da produgao de citocromo P-450 observou-se que a linhagem Acremonium
sp (710) apresentou esta atividade no 9° dia (0,01 nmol mg' proteina) apds tratamento com CO e

no 25° dia (0,01 e 0,008 nmol mg'i proteina) tanto apés tratamento com CO como ap6s adigdo de
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ditionato. A linhagem 7richoderma sp (870) apresentou cit P-450 nos dias 12 e 15 (0,013 e 0,007
nmol mg'1 proteina, respectivamente) apds tratamento com CO. Esta enzima fol detectada no
micélio da linhagem Fusarium sp (898) no 25° dia (0,001 e 0,01 nmol mg'i proteina) tanto apos
tratamento com CO como apo6s a adigiio de ditionato. A linhagem Aspergillus sp (984) apresentou
atividade de cit P-450 no 3° dia (0,01 nmol mg" proteina) apés adicio de ditionato, no 15° dia
(0,014 ¢ 0,002 nmol mg' proteina) tanto apés tratamento com CO como apés adi¢io de ditionato,
e no 30° dia (0,004 nmol mg' proteina) apés tratamento com CO. A linhagem Verticillium sp
(1040) apresentou cit P-450 no 20° dia (0,01 e 0,003 nmol mg" proteina) tanto apds tratamento
com CO como ap6s adi¢do de ditionato, e no 25° dia (0,008 nmol mg ™' proteina) apés adigdo de

ditionato.
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FIGURA 45: Degradagao de pireno, adicionado no 3° dia de cultivo, produzida pelas linhagens

fingicas.

Conforme Figura 45, a porcentagem de degradagdo de pireno variou de linhagem para
linhagem, e de dia para dia. Para as linhagens Acremonium sp (710) e Fusarium sp (898), a
melhor taxa de degradagdo foi obtida no 15° dia. A linhagem Trichoderma sp (870) apresentou
melhor degradacao apds 20 dias e para a linhagem Aspergillus sp (984) o melhor dia foi o 30°
enquanto a linhagem Verticillium sp (1040) apresentou melhor porcentagem de degradacao com

6 dias de cultivo.
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Apos estas andlises utilizando pireno como fonte de carbono, adicionado junto com o
in6culo ou no 3° dia, observou-se que os resultados de atividade enzimatica e degradagao foram

similares.

5.4.4. Adicao de Benzo|a|pireno
5.4.4.1. Com inéculo

As linhagens foram crescidas neste HAP e a fonte de carbono foi adicionada juntamente com

o0 indculo e incubou-se por um periodo de 30 dias.
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FIGURA 46: Atividades ligninoliticas produzida pelas linhagens crescidas em benzo[a]pireno,
adicionado junto com o indculo, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C.

lacase.
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De acordo com a Figura 46A, a atividade de LiP nao foi detectada no 3°, 12° 20° ¢ 25° dia
de cultivo. No 6° e no 30° dia somente a linhagem Trichoderma sp (870) apresentou LiP. Com 9
dias de cultivo, as linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870), Aspergillus sp (984) e
Verticillium sp (1040) produziram LiP, sendo que no 15° dia as linhagens Acremonium sp (710),
Trichoderma sp (870) e Fusarium sp (898) foram as unicas a produzirem esta atividade. A
atividade de MnP (Fig 46B) foi produzida em niveis variados pelas linhagens sendo que no 3° dia
todas as linhagens produziram esta enzima. No 6° ¢ 9° dia detectou-se a menor produgdo de MnP,
sendo que no 6° dia somente a linhagem Acremonium sp (710) a produziu e no 9° a atividade de
MnP foi produzida pelas linhagens Trichoderma sp (870) e Aspergillus sp (984). Conforme
observado na Figura 46C as linhagens ndo produziram atividade de lacase no 3°, 6° e 12° dia de
crescimento. No 15° dia todas as linhagens estudadas apresentaram as maiores produgoes de
lacase, sendo o pico maximo obtido com a linhagem Fusarium sp (898) no 15° dia de

crescimento.

+» Atividade de biosurfactante
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FIGURA 47: Atividade de biosurfactante, aumento da absorbancia produzida pelas linhagens

apos crescimento em benzo[a]pireno, adicionado junto com o inéculo, como fonte

de carbono.

A produgdo de biosurfactante (Fig. 47) foi detectada no sobrenadante das linhagens

Acremonium sp (710) e Trichoderma sp (870) em todos os dias analisados. A linhagem Fusarium
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sp (898) ndo produziu este composto somente no 30° dia, enquanto a linhagem Aspergillus sp
(984) ndo apresentou a formacao deste composto no 20° 25° e 30” dia. No sobrenadante da

linhagem Verticillium sp (1040) nao foi detectado biosurfactante no 25° e 30° dia de cultivo.
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FIGURA 48: Atividade de biosurfactante por formacdo de halo, produzida pelas linhagens apos
crescimento em benzo|alpireno, adicionado junto com o inéculo, como fonte de

carbono.

Quanto a formagdo de halo (Fig 48) produzida pelas linhagens, observou-se que o maior valor
de atividade foi produzido no 3° dia de cultivo pela linhagem Fusarium sp (898). No 6° dia
nenhuma das linhagens produziu este tipo de biosurfactante. No 25° dia todas as linhagens

formaram halo.

< Proteina citocromo P-450

Comparando os resultados obtidos da producdo de cit P-450 pelas linhagens cultivadas
em benzo[a]pireno, com os resultados obtidos anteriormente onde as linhagens foram crescidas
nos demais HAPs, verificou-se que a produgdo de cit P-450 apresentou a maior freqiiéncia,
porém baixos valores. No 20° dia de cultivo somente a linhagem Acremonium sp (710) nao
produziu atividade de citocromo apds ambos os tratamentos. No 25° dia ndao houve produgdo de
cit P-450, para todas as linhagens estudadas. A linhagem Acremonium sp (710) produziu cit P-
450 no 3° dia de cultivo (0,003 nmol mg'] proteina) apds adi¢do de ditionato e no 6° e 9° dia

(0,008 e 0,002 nmol mg"' proteina) apds tratamento com CO. A produgdo de cit P-450 pela
p p
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linhagem 7Trichoderma sp (870) foi detectada no 3° dia (0,002 nmol mg™' proteina) apds adigio de
ditionato, no 15° dia (0,001 nmol mg' proteina) apés tratamento com CO e no 20° dia (0.005 e
0,006 nmol mg proteina) tanto apds tratamento com CO como ap6s adi¢do de ditionato. A
linhagem Fusarium sp (898) produziu cit P-450 no 20° (0,013 e 0,005 nmol mg ' proteina) e no
30° (0,006 e 0,004 nmol mg™' proteina) dia de cultivo, tanto apés tratamento com CO como apés
adi¢ao de ditionato. A linhagem Aspergillus sp (984) apresentou esta proteina no 9° dia (0,008
nmol mg' proteina) apés tratamento com CO e no 20° dia (0,004 e 0,001 nmol mg" proteina)
tanto apos tratamento com CO como ap6s adi¢do de ditionato. A linhagem Verticillium sp (1040)
apresentou cit P-450 no 9° dia (0,001 nmol mg" proteina) e no 157 dia (0,003 nmol mg't proteina)
ap6s adigdo de ditionato, no 12° dia (0,005 e 0,005 nmol mg' proteina) apés tratamento com CO

e adi¢do de ditionato e no 20° dia (0,0003 nmol mg™' proteina) ap6s tratamento com CO.
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FIGURA 49: Degradacdo de benzo[a]pireno, adicionado junto com o indculo, produzida pelas

linhagens fungicas.

De acordo com a Figura 49 pode-se observar que todas as linhagens foram capazes de
degradar benzo[a]pireno. A melhor taxa de degradacdo foi obtida no 3° dia de cultivo para as
linhagens Acremonium sp (870) e Trichoderma sp (870), no 25° dia para a linhagem Fusarium sp
(898), no 20° dia para a linhagem Aspergillus sp e com 12 dias de cultivo para a linhagem

Verticillium sp (1040).
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5.4.4.2. No 3° dia de crescimento

As linhagens foram crescidas neste HAP, sendo que a adi¢ao ocorreu no 3° dia de cultivo, e

incubou-se por um periodo de 30 dias.
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FIGURA 50: Atividades ligninoliticas produzidas pelas linhagens crescidas em benzola]pireno,

adicionado no 3° dia, como fonte de carbono. A. LiP; B. MnP; C. lacase.

De acordo com a Figura 50A, pode-se observar que a atividade de LiP foi produzida no
3°, 6°, 9° e 20° dia de cultivo, respectivamente pelas linhagens Aspergillus sp (984), Trichoderma

sp (870), Fusarium sp (898) e Verticillium sp (1040). No 12° e 15° dia a produgao de LiP foi
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detectada no sobrenadante das linhagens Trichoderma sp (870) e Verticillium sp (1040). As
linhagens que produziram LiP com 25 dias de cultivo foram Trichoderma sp (870), Fusarium sp
(898) e Aspergillus sp (984). No 30° dia detectou-se atividade de LiP no sobrenadante das
linhagens Acremonium sp (710) e Aspergillus sp (984). Todas as linhagens foram capazes de
produzir MnP (Fig. 50B) ap6s crescimento em benzo[a]pireno como fonte de carbono. Observou-
se que no 25° e 30° dia todas as cinco linhagens apresentaram atividade desta enzima. A maior
atividade de MnP, para todas as linhagens foi detectada no 30° dia de cultivo. De acordo com a
Figura 50C, verificou-se que nenhuma das linhagens produziram atividade de lacase com 3 e 6
dias de cultivo. Enquanto que no 12° e 20° dia todas as linhagens apresentaram esta atividade,
sendo que a linhagem Acremonium sp (710) e Aspergillus sp (984) apresentaram lacase, a partir
do 9° até o 30° dia. A linhagem Trichoderma sp (870) apresentou atividade de lacase do 12° ao
30° dia. No 9°, 12°, 20°, 25° e 30° dia foi detectado atividade de lacase no sobrenadante da
linhagem Fusarium sp (898). A linhagem Verticillium sp (1040) apresentou esta atividade do 9°

ao 20° dia de crescimento.
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FIGURA 51: Atividade de biosurfactante, aumento da absorbincia produzida pelas linhagens
apods crescimento em benzo[a]pireno, adicionado no 3° dia de cultivo, como fonte

de carbono.
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A producdo de biosurfactante, como pode ser verificado na Figura 51, foi detectada no
sobrenadante de todas as linhagens em todos os dias analisados. As linhagens Trichoderma sp
(870) e Aspergillus sp (984) produziram baixa quantidade deste composto durante o periodo. A
linhagens Acremonium sp (710), Fusarium sp (898) e Verticillium sp (1040) apresentaram maior

produg¢do de biosurfactante no 20° 6° e 9° dia de cultivo, respectivamente.
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FIGURA 52: Atividade de biosurfactante por formagao de halo, produzida pelas linhagens apos

crescimento em benzo[a]pireno, adicionado no 3° dia, como fonte de carbono.

Ja quanto a formagdo de halo (Fig 52), a linhagem Acremonium sp (710) e Fusarium sp
(898) nido apresentaram halo em nenhum dos dias analisados, a linhagem Trichoderma sp
apresentou halo em todos os dias e a linhagem Aspergillus sp (984) apresentou formacdo de halo
a partir do 6° dia de cultivo. A linhagem Verticillium sp (1040) apresentou este tipo de surfactante

no 9° e 25° dia de cultivo.

% Proteina citocromo P-450

Comparando os resultados obtidos da produgdo de cit P-450 pelas linhagens cultivadas em
benzola]pireno, com os resultados obtidos anteriormente onde as linhagens foram crescidas nos
demais HAPs, verificou-se que a produgao de cit P-450 apresentou a maior freqii€ncia, e quando
este composto foi adicionado no 3° dia os resultados foram semelhantes com as demais fontes de

carbono. A linhagem Acremonium sp (710) apresentou atividade desta proteina no 3° (0,0013 e
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0,001 nmol mg'] proteina), 6° (0,002 e 0,003 nmol mg" proteina), 9° (0,004 e 0,004 nmol mg'l
proteina), 20° (0,005 e 0,005 nmol mg,'I proteina) e 25° (0,001 e 0,001 nmol mg'] proteina) dia de
cultivo, tanto apos tratamento com CO como apds adicao de ditionato. Quanto a produgdo de cit
P-450 para a linhagem Trichoderma sp (870), detectou-se no 9° dia de cultivo (0,0004 nmol mg”'
protefna) apés tratamento com CO e no 12° dia (0,008 e 0,007 nmol mg"' proteina), tanto apds
tratamento com CO como apés adigdo de ditionato. A linhagem Fusarium sp (898) apresentou
atividade desta proteina no 9° dia de cultivo (0,008 ¢ 0,001 nmol mg' proteina), apés tratamento
com CO e adic¢ao de ditionato, no 12° dia (0,007 nmol mg" proteina) apds tratamento com CO e
no 25° dia (0,005 nmol mg' proteina) apés adi¢io de ditionato. A linhagem Aspergillus sp (984)
apresentou cit P-450 no 9° dia de crescimento (0,001 nmol mg"' proteina) apés adi¢io de
ditionato e no 20° e 25° dia (0,004 ¢ 0,003 nmol mg' proteina, respectivamente) apds tratamento
com CO. Quanto a produg¢do de citocromo pela linhagem Verticillium sp (1040) detectou-se esta
proteina no 9° dia (0,0003 nmol mg™' proteina) apés tratamento com CO e no 12° e 25° dia (0,004
e 0,001 nmol mg' proteina, respectivamente) apés adicdo de ditionato e no 15° dia (0,001 e 0,001

nmol mg ™' proteina) apés tratamento com CO e adicao de ditionato.
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FIGURA 53: Degradacao de benzo[a]pireno, adicionado no 3° dia de cultivo, produzida pelas

linhagens fungicas.
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Com base nos resultados mostrados na Figura 53, as cinco linhagens foram capazes de
degradar benzo[a]pireno. As maiores taxas de degradacdo foram produzidas pelas linhagens
Acremonium sp (710) e Trichoderma sp (870) no 30° dia, Fusarium sp (898) no 25° dia,
Aspergillus sp (984) no 3° dia e no 6° dia para a linhagem Verticillium sp (1040).

Apos estas andlises utilizando benzo[a]pireno como fonte de carbono, adicionado junto
com o in6culo ou no 3° dia de cultivo, observou-se que os melhores resultados de atividade
enzimdtica e degrada¢do foram obtidos quando o composto foi adicionado no 3° dia de

crescimento.

A Tabela 10 relaciona o melhor tamanho de indéculo e o melhor dia para a degradagio,

pelas cinco linhagens, dos HAPs aqui estudados

TABELA 10: Selecio de melhor indculo e dia de degradacdo produzida pelas linhagens nos

diferentes HAPs.
Linhagens Naftaleno Antraceno Pireno Benzo|a]pireno

| P I P I P | P

Acremonium sp 1 cm’ 6 I cm’ 15 I cm® 15 3x1 em” 30
Trichoderma sp 1 cm’ 6 I cm’ 15 I cm? 20 3x1 em’ 30
Fusarium sp I em’® 12 1 cm® 15 | cm® 15 3x1 cm’ 25
Aspergillus sp | cm® 6 1 cm? 15 I em? 30 3x1 cm® 9
Verticillium sp ~ 2x1 cm’ 12 1 cm? 6 I em’ 6 3x1 cm? 6

I: Tamanho de in6culo selecionado; P: periodo de melhor degradagao (dias).

Com base nos resultados obtidos verificou-se que a enzima predominante durante todo o
experimento, utilizando as quatro fontes de carbono, foi MnP sendo produzida em maior
quantidade pelas linhagens. Estes resultados estdo de acordo com os reportados por BOGAN &
LAMAR (1996), onde a enzima predominante produzida pelo fungo basidiomiceto
Phanerochaete laevis HHB-1625, utilizando antraceno, fenantreno, benzo[a]antraceno e

benzo[a]pireno foi MnP com baixa produgao de lacase. A enzimologia do fungo P. laevis difere
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da enzimologia do P. chrysosporium o qual produz uma grande quantidade de MnP e LiP e pouca
ou nenhuma atividade de lacase (KATAGIRI et al., 1995). Estudos com Ceriporiopsis
subvermispora indicaram que transformacao significativa e mineralizagao de ligninas podem
ocorrer na auséncia de niveis detectaveis de LiP (SREBOTINIC et al., 1994), e atividades de
MnP e lacase sdo suficientes para iniciar a degradagao da lignina (PICKARD et al.,1999). Este
trabalho descreve a habilidade de fungos ndo basidiomicetos, nos quais o sistema ligninolitico €
dominado por MnP, em causar grande transformagao de HAPs. MnP produz Mn™, a qual é capaz
de oxidar HAPs com potencial de ionizagdo superior a 7.7 eV (CAVALIERI & ROGAN, 1985).
O potencial de ionizagdo dos compostos utilizados aqui esta proximo a este valor (antraceno 7,55

eV; pireno 7,72 eV; e benzo[a]pireno 7,12 eV).

A producao das enzimas neste trabalho esta de acordo com BEZALEL et al., (1996), que
estudando a degradagdo de HAPs pelo fungo de decomposi¢do branca Pleurotus ostreatus
verificou que a atividade das enzimas ligninoliticas ndo atingiu seu mdximo valor ao mesmo
tempo e nem no maximo valor de degradagao. Podendo outras enzimas, como a citocromo P-450,
estar envolvida na degradagdo primadria destes HAPs, e as enzimas ligninoliticas degradariam este

composto apos o ataque inicial do cit P-450.

A degrada¢io de benzo[a]pireno (20 mg L) pelo fungo de decomposi¢io branca
Bjerkandera sp BOSSS5 foi estudada por KOTTERMAN et al., (1998), o qual mostrou que esta
linhagem foi capaz de degradar este composto apds 1, 5 e 15 dias (91, 96 e 100%,
respectivamente), ¢ que a adigao de Tween 80 melhorou a biodisponibilidade deste composto
para a biodegradagdo. Os resultados obtidos por este autor sdo semelhantes a outros trabalhos,
embora o resultado da biodegradac¢do dependa fortemente da linhagem fiingica utilizada, como

verificado neste estudo.

Segundo NOVOTNY et al, (2000), Irpex lacteus produziu simultaneamente MnP, LiP e
lacase, sendo similar a Phlebia radiata ¢ Trametes versicolor (HATAKKA, 1994). A capacidade
de 1. lacteus em remover antraceno (20 ppm) do meio liquido foi comparavel a T. versicolor, B.
adusta e Ramaria sp utilizados por FIELD et al., (1992). MnP ¢ lacase foram detectadas no meio

liquido de /. lacteus, tendo um papel na degradacao de HAPs (JOHANNES et al., 1996).

Foi reportado que o potencial de solubilizagdo de naftaleno foi maior quando houve

producao de biosurfactantes (caracterizado como uma mistura de glicosideos, consistindo de
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trealose e um complexo conteudo de dcidos graxos e micdlico), do que com a adi¢do do
surfactante sintético (Tween 80). A razdo para esse aumento na solubilizacio deve estar
relacionada com o maior volume micelar, formado pelo biosurfactante, que acomoda uma maior
quantidade de hidrocarbonetos (KANGA et al., 1997). BOYLE et al., (1998) sugeriu que a adigao
de surfactantes (Tween 80 ou Triton X-100) na concentracao de 5-15% no solo pode aumentar a
acessibilidade para fungos de degradacdo branca degradarem benzo[a]pireno, sem interfirir no
crescimento das linhagens. De acordo com SCHIPPERS et al., 2000, o biosurfactante produzido
por Sphingomana yanoikuyae exibiu um aumento efetivo na degradagao de fenantreno em cultura
liquida, o qual pode ser repetido também em cultivo no solo (10%). O aumento da taxa de
degradac@io mdxima e o decréscimo de contaminantes residuais foram detectados no meio
liquido.

Estudos do citocromo P-450 tem sido limitado devido a problemas em isolar a enzima
ativa e ao baixo contetiido especifico em algumas espécies (MASSAPHY et al., 1996). De acordo
com ASPERGER et al., 1999, o maior problema, na detec¢ao de cit P-450 em toda a célula, deve
ser solucionado estabelecendo um método apropriado para determina¢dao de cit P-450. Foi
possivel detectar e quantificar cit P-450 durante estudos utilizando toda a c€lula, o qual deve ser o
método mais indicado para quantificar cit P450. A razdo para a insuficiente evidencia direta de
cit P-450 em fungos filamentosos sdo as dificuldades no manuseio do micélio, o baixo nivel de
citP-450, o qual € freqiientemente mascarado pelo citocromo aas na andlise em espectro, e a
minima compreensio da regulacdo de cit P-450 em fungos. Uma solugdo € a obteng@o de células
de cit P-450 induzidas, o qual pode ter algum sucesso utilizando n-hexano como um indutor, uma
maneira que alguns pesquisadores utilizaram para selecionar cit P-450 de bactérias e leveduras
(ASPERGER et al., 1994). Esta indugao foi ttil para detecgdo de cit P-450 e também melhorou
os detalhes do experimento, em estudos de regulac@o e producdo cit P-450. Segundo SUZUKI et
al., (1993), o nivel de citocromo P-450 (900 pmol g peso seco), nas células induzidas de M.
alpina é similar ao observado para outros fungos filamentosos. MASAPHY et al (1999) detectou
atividade de cit P-450 de 0,75 nmol produto. Os resultados obtidos para citocromo neste trabalho
variaram de um valor minimo de 0,0005 a 0,07 nmol mg" proteina, sendo que na presenca de
benzo[a]pireno a maioria das linhagens apresentaram cit P-450, apds os dois tipos de tratamento

(CO e adig¢do de ditionato), sendo este o melhor substrato para a produgdo de citocromo.
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As concentragdes de HAPs utilizadas para crescimento das cinco linhagens fungicas
(naftaleno 0,05%, antraceno 0,1%; pireno 0,05% e benzo[a]pireno 0,05%), sdo de cinco a dez
vezes superiores as reportadas na literatura, tanto para fungos basidiomicetos ligninoliticos como
para deuteromicetos, e as porcentagens de degradagdo obtida apds o crescimento das linhagens ¢
geralmente igual ou maior aquelas relatadas na literatura, onde o envolvimento das enzimas
ligninoliticas e a participagdo de enzimas do sistema citocromo P-450, sdo relatados como
agentes importantes da degradagio; todavia, o mecanismo completo de degrada¢do através deste
dois sistemas ainda ndo ¢ totalmente conhecido (RAVELET et al., 2000; ANDERSSON et al,
2000; PICKARD et al., 1999; BOYLE et al., 1998; BOGAN & LAMAR, 1996).
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INFLUENCIA DE ACIDO HUMICO NA DEGRADACAO DE HAPs

5.5. EFEITO DA ADICAO DE ACIDO HUMICO NA DEGRADACAO DOS HAPs

5.5.1. Naftaleno
As Figuras abaixo mostram a a¢ao do acido humico (AH), adicionado junto com o inéculo ou
no 3° dia de cultivo, na degradagdo de naftaleno, adicionado ao meio de cultura somente no 3°

dia.
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FIGURA 54: Atividades ligninoliticas produzidas pelas linhagens apds crescimento em

naftaleno como fonte de carbono.

- 107 -



Degradagao de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

Ap6s determinagdo das atividades ligninoliticas (Fig. 54) — LiP, MnP e lacase — observou-
se que as linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e Fusarium sp (898) nao
produziram atividades de LiP e lacase nem quando o dcido himico foi adicionado junto com o
in6culo nem quando adicionado no 3° dia de cultivo. Detectou-se atividade de LiP no
sobrenadante das linhagens Aspergillus sp (984) quando o dcido himico foi adicionado junto com
o ino6culo e na linhagem Verticillium sp (1040) quando da adi¢ao no 3° dia de cultivo. A
linhagem Acremonium sp (710) produziu atividade de MnP tanto da adi¢do junto com o inéculo
como da adi¢do no 3° dia de crescimento. As linhagens Trichoderma sp (870), Fusarium sp
(898), Aspergillus sp (984) e Verticillium sp (1040) apresentaram atividade de MnP quando da
adicdo do acido hdmico no 3° dia de cultivo. A atividade de lacase foi detectada nos
sobrenadantes das linhagens Aspergillus sp (984), adicao de acido himico junto e no 3° dia, e

Verticillium sp (1040) quando adicionou-se o acido hiimico junto com o indculo.
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FIGURA 55: Atividade de biosurfactante produzida pelas linhagens apds crescimento em

naftaleno como fonte de carbono.

Observou-se que todas as linhagens (Fig. 55) produziram atividade de biosurfactante,
quando o dcido himico foi adicionado junto com o inéculo ou quando foi adicionado no 3° dia de

crescimento. Quanto a formagdo de halo, quando o dcido humico foi adicionado no 3° dia, as
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linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870), Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984)
produziram este tipo de biosurfactante, a linhagem Verticillium sp (1040) ndo produziu este tipo
de emulsdo. Quando da adi¢do do composto junto com o indéculo ndo houve a formagdo de halo

por nenhuma das linhagens aqui estudadas.

Producio de proteinas micelial e citocromo P-450
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FIGURA 56: Producao de citocromo P-450 e proteina micelial pelas linhagens apds crescimento
em naftaleno como fonte de carbono. A.adi¢do de dcido himico juntamente com o

in6culo. B.adi¢ao de dcido himico no 3° dia de cultivo.

Conforme mostra a Figura 56, houve produgio de citocromo P-450 pelas linhagens, sendo
os melhores resultados obtidos quando o dcido himico foi adicionado ao meio de cultivo junto
com o inéculo (Fig.56A). Quanto a produgdo de proteina micelial, as linhagens produziram
quantidades semelhantes tanto quando o composto foi adicionado junto com o inéculo como no
3° dia de cultivo (Fig 56B), sendo que as linhagens Fusarium sp (898) e Verticillium sp (1040)
apresentaram aumento na produgdo de proteina quando o dcido himico foi adicionado no 3° dia

de cultivo.
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Descolora¢io do acido humico na presen¢a de naftaleno
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FIGURA 57: Descoloragido do dcido hiimico produzida pelas linhagens apés crescimento em
naftaleno como fonte de carbono. A. dcido himico adicionado junto com o

ino6culo; B. dcido hiimico adicionado no 3° dia de crescimento.

Quanto a descoloragdo do dcido himico na presenca de naftaleno observou-se que todas
as linhagens, exceto a Trichoderma sp (870), descoloriram o meio de cultivo quando o composto
foi adicionado juntamente com o inéculo (Fig. 57A), sendo que a linhagem Verticillium sp
(1040) apresentou a melhor descolora¢iao do meio, quando comparada com o controle. Na adi¢do
do acido humico no 3° dia (Fig. 57B) observou-se que houve uma pequena descoloragdo, sendo
que as linhagens Trichoderma sp (870) e Verticilliu sp (1040) apresentaram um escurecimento

do meio de cultivo.
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FIGURA 58: Degradacdo produzida pelas linhagens ap6s crescimento em naftaleno como fonte

de carbono.

Conforme mostra a Figura 58, houve uma pequena degradagdo do naftaleno, quando o
acido himico foi adicionado no 3° dia de cultivo. A linhagem Trichoderma sp (870) apresentou a
melhor degradagdo de naftaleno (3,97%). As linhagens Aspergillus sp (984) e Acremonium sp
(710) também conseguiram degradar este composto (2,64% e 0,41%, respectivamente). Nao
houve degradagdo de naftaleno quando o dcido himico foi adicionado ao meio junto com o

in6culo.

Esta pequena ou nenhuma degradacdo pode estar relacionada com a adigdo de acido
htiimico, pois aparentemente as linhagens tiveram preferéncia em degradar este composto,
indicada pela descolora¢@o do dcido hiimico a qual foi maior quando este foi adicionado junto

com o in6culo e onde ndo houve nenhuma degradagio de naftaleno.
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5.5.2. Antraceno
As figuras abaixo mostram a ac¢io do dcido himico (AH), adicionado junto com o inéculo ou
no 3° dia de cultivo, na degrada¢do de antraceno o qual foi adicionado ao meio de cultura

somente no 3° dia, em ambos 0s casos.
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FIGURA 59: Atividades ligninoliticas produzidas pelas linhagens apds crescimento em

antraceno como fonte de carbono.

A produgdo de LiP (Fig. 59A) foi detectada nos sobrenadantes das linhagens Fusarium sp
(898) e Verticillium sp (1040), quando o dcido himico foi adicionado ao meio no 3° dia de
cultivo. A atividade de MnP (Fig.59B) foi detectada nos sobrenadantes das linhagens
Acremonium sp (710) e Aspergillus sp (984) tanto quando o dcido himico foi adicionado ao meio

junto como no 3° dia. Nos sobrenadantes das linhagens 7richoderma sp (710) e Fusarium sp
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(898) esta atividade foi detectada somente quando o composto foi adicionado no 3° dia de cultivo
e a linhagem Verticillium sp (1040) ndo apresentou atividade de MnP. Quanto a producio de
lacase (Fig. 59C) esta foi apresentada somente pela linhagem Aspergillus sp (984) tanto quando o

composto foi adicionado ao meio junto como no 3° dia de cultivo.

Atividade de biosurfactante
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FIGURA 60: Atividade de biosurfactante das linhagens apds crescimento em antraceno como

fonte de carbono

Com base nos resultados mostrados na Figura 60, verificou-se que as linhagens ndo
produziram aumento da absorbancia exceto as linhagens Acremonium sp (710) e Trichoderma sp
(870) quando se adicionou dcido himico no 3° dia e Fusarium sp (898) que provocou aumento da
absorbincia tanto quando o composto foi adicionado junto com o inéculo, como no 3° dia de
crescimento. Quanto a formagio de halo observou-se que quando a adi¢@o ocorreu junto com o
in6culo todas as linhagens formaram halo, exceto a linhagem Verticillium sp (1040), sendo que a
linhagem Aspergillus sp (984) foi a que produziu maior halo (1,0 cm). Quando o dcido himico
foi adicionado no 3° dia somente as linhagens Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984)

apresentaram este tipo de emulsificante.
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Proteinas micelial e P-450
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FIGURA 61: Producdo de citocromo P-450 e proteina micelial pelas linhagens apds crescimento

em antraceno como fonte de carbono. A.adi¢do de dcido hiimico juntamente com o

inoculo. B.adi¢ao de acido himico no 3° dia de cultivo.

Observou-se na Figura 61, que as Unicas linhagens a apresentarem producio de cit P-450,

tanto apos a adi¢ao junto como no 3° dia, foram 7richoderma sp (870) (ap6s tratamento com CO

e adi¢do de acido himico junto com o inéculo) e Aspergillus sp (984) que apresentou tanto apos

tratamento com CO como ap6s adicionar ditionato, quando o composto foi adicionado junto com

o inoculo (Fig 61A). A produgdo de proteina foi semelhante em ambos os casos avaliados, exceto

para a linhagem Aspergillus sp (984), a qual apresentou um aumento significativo quando o acido

himico foi adicionado no 3° dia de crescimento (Fig 61B).

114 -



Degradagdo de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

Descoloragio do acido hiimico na presenca de antraceno
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FIGURA 62: Descoloracido do édcido hiimico produzida pelas linhagens apds crescimento em

antraceno como fonte de carbono. A. édcido himico adicionado junto com o

inéculo; B. acido humico adicionado no 3° dia de crescimento.

Conforme mostrado na Figura 62, as linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp

(870), Fusarium sp (898) e Verticillium sp (1040) apresentaram uma pequena descoloragdo do

meio de cultivo quando o dcido himico foi adicionado ao meio junto com o indculo (Fig 62A).

Na Fig 62B observa-se que praticamente ndo houve descoloragdo do meio de cultivo e a

linhagem Aspergillus sp (984) apresentou um escurecimento do meio, quando o écido himico foi

adicionado no 3° dia de crescimento.
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FIGURA 63: Degradacdo produzida pelas linhagens apds crescimento em antraceno como fonte

de carbono.

A Figura 63 mostra os valores de degradagao produzidos pelas linhagens. Observa-se que
quando o dcido himico foi adicionado ao meio de cultura no 3° dia houve um aumento da
degradacao deste composto, quando comparado com a adi¢ao juntamente com o indculo, este
aumento deve estar relacionado com a descoloragdo desde que com a adi¢do do composto no 3°

dia praticamente ndo produziu descolorac¢do do meio de cultivo.

5.5.3. Pireno
As figuras abaixo mostram a ac¢do do dcido himico, adicionado junto com o inéculo ou no 3°

dia de cultivo, na degradagdo de pireno o qual foi adicionado ao meio de cultura somente no 3°

dia, em ambos os casos.

- 116 -



Degradagdo de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

Atividades ligninoliticas
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FIGURA 64: Atividades ligninoliticas produzidas pelas linhagens apés crescimento em pireno

como fonte de carbono.

Conforme visto na Figura 64, a producdo de atividade de LiP foi detectada somente nos
sobrenadantes das linhagens Aspergillus sp (984) (adi¢ao de dcido himico no 3° dia de cultivo), e
Verticillium sp (1040) (adi¢do do composto junto com o indculo). Quanto a produgao de MnP
todas as linhagens produziram esta atividade quando o composto foi adicionado ao meio junto
com o inéculo. As linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e Aspergillus sp (984)
também produziram atividade de MnP quando o dcido himico foi adicionado no 3° dia de
crescimento. A atividade de lacase foi detectada somente no sobrenadante da linhagem

Aspergillus sp (984), em ambos os casos estudados (composto adicionado junto com o in6culo ou

no 3° dia de cultivo).
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FIGURA 65: Atividade de biosurfactante das linhagens apdés crescimento em pireno como fonte

de carbono.

Conforme mostra a Figura 65, todas as linhagens produziram biosurfactante (aumento da
absorbincia e formagdo de halo). Quanto ao aumento da absorbincia, todas as linhagens
produziram este tipo de surfactante quando o composto foi adicionado junto como no 3° dia,
sendo que neste tltimo caso somente a linhagem Aspergillus sp (984) nao apresentou aumento de
absorbincia. Quanto a produgcdo de halo somente as linhagens Acremonium sp (710),
Trichoderma sp (870) e Fusarium sp (898) apresentaram este tipo de emulsdo, quando adicionou
0 dcido himico junto com o inéculo. Quando a adigdo ocorreu no 3° dia de crescimento todas as

linhagens apresentaram formacao de halo, exceto a linhagem Verticillium sp (1040).
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FIGURA 66: Produgao de citocromo P-450 e proteina micelial pelas linhagens apos crescimento

sp (870) (composto adicionado junto com o inéculo) apds adigdo de ditionato. Quando o
composto foi adicionado no 3° dia, as linhagens Acremonium sp (710) e Verticillium sp (1040)
produziram cit P-450 apés adi¢do de ditionato e a linhagem Trichoderma sp (870) apresentou cit
P-450 tanto apds tratamento com CO como ap6s adicao de ditionato. Quanto a produgao de
proteina micelial as linhagens ndo apresentaram diferencas significativas quando o acido humico

foi adicionado junto ou no 3° dia, exceto a linhagem Aspergillus sp (984) a qual teve maior
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Como mostrado na Figura 66, a Gnica linhagem a produzir cit P-450c¢ foi a Trichoderma
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FIGURA 67: Descoloracao do dcido himico produzida pelas linhagens apds crescimento em

pireno como fonte de carbono. A. acido himico adicionado junto com o inéculo;

B. dcido humico adicionado no 3° dia de crescimento.

Com base nos resultados apresentados na Figura 67A, observou-se que todas as linhagens

apresentaram descolora¢do do meio de cultivo, quando o dcido himico foi adicionado ao meio

junto com o inéculo, principalmente a linhagem Verticillium sp (1040), ja a linhagem Aspergillus

sp (984) apresentou um escurecimento do meio. Quando o composto foi adicionado ao meio no

3? dia (Fig. 67B) observou-se que todas as linhagens, sem exce¢do apresentaram descolorac¢do do

meio.
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FIGURA 68: Degradagao produzida pelas linhagens apds crescimento em pireno como fonte de

carbono.

Quando pireno foi utilizado como fonte de carbono (Fig 68), a porcentagem de
degradacio foi superior aos outros dois HAPs utilizados anteriormente. A linhagem Aspergillus
sp (984) (4cido humico adicionado no 3° dia) produziu uma degradacdo superior a 80%. Todas as
linhagens com exce¢do da linhagem Aspergillus sp (984), ndo apresentaram diferengas

significativas quando o dcido himico foi adicionado no 3° dia de cultivo.

5.5.4. Benzo|a|pireno
As figuras abaixo mostram a acdo do dcido hidmico, adicionado junto com o in6culo ou no 3°

dia de cultivo, na degrada¢do de benzo[a]pireno o qual foi adicionado ao meio de cultura somente

no 3° dia, em ambos 0Ss casos.

-121 -



Degradacgao de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

Atividades ligninoliticas

LiP MnP
0,35 i -
0.3 4 12 4
0,25 10 -
< 02 = 8
=2 0,15 S 64
0,1 g |
0,05 |
OEI ; _if 'I lr . 04+—BEE= . =f=a i R
710 870 898 984 1040 710 870 898 984 1040
Linhagens Linhagens
Lacase

1:55

3 HE

= !

-
0,5
el . - __
710 870 898 984 1040
Linhagens

OAH junto com in6culo O AH adicionado no 3° dia

FIGURA 69: Atividades ligninoliticas produzidas pelas linhagens apés crescimento em

benzo[a]pireno como fonte de carbono.

Conforme demonstra a Figura 69, a atividade de LiP foi detectada no sobrenadante das
linhagens Acremonium sp (710) (adi¢do de acido himico junto com o inéculo) Trichoderma sp
(870), Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984) (adi¢io de dcido himico junto e no 3° dia). Esta
atividade ndo foi detectada no sobrenadante da linhagem Verticillium sp (1040). A atividade de
MnP ndo foi produzida pela linhagem Verticillium sp (1040), enquanto que as linhagens

Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e Aspergillus sp (984) produziram esta enzima tanto
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quando o composto foi adicionado junto como no 3° dia e a linhagem Fusarium sp (898) somente
quando da adicao no 3° dia. A atividade de lacase ndo foi detectada no sobrenadante das
linhagens Acremonium sp (710), Trichoderma sp (870) e Verticillium sp (1040). A linhagem
Fusarium sp (898) produziu lacase quando adicionou-se o dcido himico junto com o inéculo e a

linhagem Aspergillus sp (984) quando da adi¢ao tanto junto como no 3° dia.
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FIGURA 70: Atividade de biosurfactante das linhagens apés crescimento em benzo[a]pireno

como fonte de carbono.

Conforme mostra a Figura 70, todas as linhagens apresentaram aumento da absorbancia
(adi¢do de dcido hdmico junto e no 3° dia). Quanto a producdo de halo, quando adicionou o
composto junto com o indculo observou-se que somente as linhagens Fusarium sp (898) e
Aspergillus sp (984) apresentaram emulsdo dgua em 6leo quando adicionou o dcido htimico no 3°
dia, além das duas linhagens jd citadas a linhagem 7richoderma sp (870) também produziu halo,
sendo que as linhagens Fusarium sp (898) e Aspergillus sp (984) apresentaram o valor maximo

de halo (2 cm).
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FIGURA 71: Produgdo de citocromo P-450 e proteina micelial pelas linhagens apds crescimento
em benzo[a]pireno como fonte de carbono. A. adi¢@o de dcido hiimico juntamente

com o in6culo. B. adi¢do de dcido hiimico no 3° dia de cultivo.

A producdo de cit P-450c (Fig. 71A) nao foi detectada quando o dcido himico foi
adicionado junto com o inéculo, quando adicionado no 3° dia (Fig. 71B), somente a linhagem
Acremonium sp (710) apresentou esta proteina ap6s tratamento com CO. Quanto a produgdo de
proteina micelial observa-se, que ndao houve grande variagdo tanto quando o composto foi
adicionado junto ou no 3° dia de crescimento, exceto a linhagem Trichoderma sp (870) a qual
teve um aumento na produgdo de proteina quando da adi¢do no 3° dia e a linhagem Verticillium

sp (1040) quando da adi¢@o junto com o inéculo.
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FIGURA 72: Descolora¢ido do dcido himico produzida pelas linhagens apds crescimento em
benzo[a]pireno como fonte de carbono. A. dcido hiimico adicionado junto com o

inoculo; B. dcido himico adicionado no 3° dia de crescimento.

Como visto na Figura 72A, somente as linhagens Fusarium sp (898), Aspergillus sp (984)
descoloriram o meio de crescimento, sendo que Verticillium sp (1040) produziu grande
descoloracio do meio de crescimento. Quando o dcido himico foi adicionado no 3° dia (Fig 72B)
as linhagens Acremonium sp (710) e Aspergillus sp (984) produziram um escurecimento no meio.
As linhagens Trichoderma sp (870) e Fusarium sp (898) apresentaram o mesmo valor de
absorbincia que o controle, e a linhagem Verticillium sp (1040) descoloriu o meio de

crescimento.
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FIGURA 73: Degradagao produzida pelas linhagens ap6s crescimento em benzo[a]pireno como

fonte de carbono.

Quando benzo[a]pireno foi utilizado como substrato (Fig 73), verificou-se que a maioria
das linhagens apresentaram maior degradacio quando o dcido himico foi adicionado ao meio
junto com o inéculo, somente a linhagem Fusarium sp (898) apresentou melhor degradagio
quando da adi¢ao no 37 dia de cultivo. A linhagem Verticillium sp (1040) além de descolorir o

meio foi a que melhor degradou benzo[a]pireno (dcido himico adicionado junto com o indculo).

Ap6s a adigdo do dcido hdmico, o qual pode agir como surfactante melhorando assim a
disponibilidade dos HAPs para a biodegradagdo fingica, a degradagdo foi menor quando
comparada com estudos anteriores, isto pode significar que as linhagens primeiramente
utilizaram o dcido hiimico como substrato e ndo os HAPs, desde que os sobrenadantes das
linhagens apresentaram descoloragdo, com relacdo as atividades ligninoliticas ndo se verifica
aumento da produ¢do na presenga de dcido himico. COHEN & GABRIELE (1982), reportaram
que o acido himico extraido de lignita serve como fonte primaria de carbono. O resultado deste
trabalho esta de acordo com LESAGE et al., (1998 e 1999), onde concluiram que a presenga do
acido humico aumentou a concentracio de HAPs na fase aquosa, mas a taxa de degradacdo nao
melhorou simultaneamente, sugerindo que os HAPs formam um complexo estavel com o dcido

himico, o qual deve ser quebrado para que a utilizagdo metabédlica ocorra. LESAGE et al.,
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(1997), também concluiu que a adi¢@o de dcido hiimico no solo ndo melhorou a disponibilidade
dos HAPs, sendo que a taxa de degradagdo dos compostos individuais parece ser governada
principalmente pela popula¢do microbiana no solo capaz de degrada-los.

TEMP et al., (1999) estudaram a despolimerizacao de dcido himico por 3 basidiomicetos
(JF 596, Polyporus ciliatus, Pycnoporus cinnabarinus), e observaram que a adi¢ao de dcido
hamico nas culturas resultou num aumento de 3 vezes na producdo das enzimas LiP, MnP ¢
lacase. Essa observacao esta de acordo com outros trabalhos, onde o dcido hiimico aumentou a
atividade das enzimas quando adicionados ao meio de cultivo de outros fungos de decomposicao
branca (WILLMANN & FAKOUSSA, 1997; DEHORTER & BLONDEU, 1992). A
descoloracao do sobrenadante de P. cinnabarius coincidiu com a produgdo de lacase. A adigao de
dcido himico ndo apresentou efeito estimulatorio ou inibitério no crescimento das linhagens.

Quanto a producio de proteina micelial, isto €, crescimento fungico, verificou-se que a
producdo desta foi semelhante em ambos os casos de adi¢do de dcido himico (juntamente com o
indculo ou no 3° dia de crescimento).

Observou-se que houve produgio de cit P-450 o qual variou de 0,00090 - 0,008 nmol mg’'

proteina. Esta baixa quantidade detectada pode estar relacionada a dois fatores:

|- Dificuldades no processo de quebra do micélio fingico, ndo liberando toda a proteina
intracelular. Segundo o DOHNER & OESCH (1992) diversos métodos foram testados,
sozinhos ou combinados, incluindo destrui¢io mecanica, sonica¢do, homogenizagdo com
pildo, prensa e homogenizag¢io em moinho industrial. Somente uma pequena porcentagem

da célula é destruida utilizando esses métodos.

2- Segundo MASAPHY, et. al., (1996) os estudos de cit P-450 fingico € limitado devido a
problemas em isolar a proteina ativa, pois ela facilmente € degradada para a forma de cit

P-420.
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BIODEGRADACAO DE HAPs NO SOLO

5.6. ESTUDO DA DEGRADACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR HAPS

Selecionou-se duas linhagens (Aspergillus sp - 984 e Verticillium sp - 1040), as quais
apresentaram crescimento mais rapido em solos (estudos preliminares). Este estudo foi realizado
em solo autoclavado e em solo ndo autoclavado (como descrito no item 4.16), para verificar se a
microbiota do solo interfere na biodegradac¢do dos HAPs. O solo utilizado foi classificado como

arenoso.
5.6.1. Naftaleno
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FIGURA 74: Degradacio de naftaleno em solo autoclavado e nao autoclavado.

Como mostrado na Figura 74, apés anadlise de degradagdo observou-se que as duas
linhagens apresentaram melhor degradacido do naftaleno quando o solo foi autoclavado, sendo
que a melhor taxa de degradacdo foi com 8 semanas para as duas linhagens estudadas (Fig 75).
Quando o solo ndo foi autoclavado praticamente nao se detectou degradacdo deste composto,

sugerindo que a microbiota do solo produziu efeito antagdnico na degradagdo, para as duas
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linhagens na presenca deste composto, podendo ser devido ou a uma competi¢ao por nutrientes

ou a presenga de produtos que inibem o desenvolvimento dos microrganismos.
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FIGURA 75: Cromatogramas das linhagens apds 8 semanas de crescimento,utilizando naftaleno
como substrato. A. Controle; B. Aspergillus sp (984); C. Verticillium sp (1040).
Condigoes cromatogréficas: Coluna ZORBAX C3: Fase movel: acetonitrila/dgua

(70:30); Vazdo: 1,0 mL min""; Detecciio: 254 nm.
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5.6.2. Antraceno
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FIGURA 76: Degradacdo de antraceno em solo autoclavado e ndo autoclavado.

Quando antraceno foi utilizado como substrato (Fig 76), observou-se que ndo houve
degradacao nas quatro primeiras semanas, com solo autoclavado, mas na oitava semana as
linhagens apresentaram uma degradacao superior a 80% (Fig 77). Quando se utilizou solo ndo
autoclavado houve degradacao, sendo melhor nas duas tltimas semanas (~70%), mas um pouco

inferior ao solo autoclavado.

- 130 -



Degradag¢do de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos por Fungos

Resposta do detector

Resposta do detector

4

6

Tempo (min)

8

4 6 8 10 12

Tempo (min)

10 12 0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

14

FIGURA 77: Cromatogramas das linhagens ap6s 8 semanas de crescimento,utilizando antraceno
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como substrato. A. Controle; B. Aspergillus sp (984); C. Verticillium sp (1040).
Condicoes cromatogréficas: Coluna ZORBAX Cs: Fase movel: acetonitrila/dgua

(70:30); Vazao: 1,0 mL min’"; Detecgdo: 254 nm.
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5.6.3. Pireno
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FIGURA 78: Degradacao de pireno em solo autoclavado e ndo autoclavado.

Na presenga de pireno (Fig 78) como contaminante observou-se que no solo autoclavado a
porcentagem de degradacao foi maior quando comparada com o solo nao autoclavado, sendo que
com oito semanas a degradagao das duas linhagens foi superior a 70% (Fig 79). Enquanto que no
solo ndo autoclavado a porcentagem méxima de degradagio foi de 50%. Aqui parece também que
a microbiota do solo teve um efeito negativo para as linhagens, produzindo uma diminui¢do na

porcentagem de degradacdo deste composto.
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FIGURA 79: Cromatogramas das linhagens apdés 8 semanas de crescimento,utilizando pireno
como substrato. A. Controle; B. Aspergillus sp (984); C. Verticillium sp (1040).
Condigdes cromatograficas: Coluna ZORBAX Cg; Fase movel: acetonitrila/agua

(70:30); Vazio: 1,0 mL min’': Deteccdo: 254 nm.
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5.6.4. Benzo|a|pireno
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FIGURA 80: Degradagdo de benzo[a]pireno em solo autoclavado e ndo autoclavado.

Quando utilizou-se o benzo[a]pireno, como contaminte, (Fig 80) nao verificou diferengas
significativas na degradacao tanto com solo autoclavado como com solo nao autoclavado. Sendo

que para as duas condi¢oes, a porcentagem de degradag¢do foi superior a 80% (Fig 81).
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FIGURA 81: Cromatogramas das linhagens apds 6 semanas de crescimento,utilizando
benzo[a]pireno como substrato. A. Controle; B. Aspergillus sp (984); C.
Verticillium sp (1040). Condigdes cromatograficas: Coluna ZORBAX C,g; Fase

mével: acetonitrila/agua (70:30); Vazado: 1,0 mL min"'; Detecgdo: 254 nm.
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Os dados apresentados neste trabalho indicam que essas duas linhagens ndo
basidiomicetos foram capazes de degradar os HAPs em solo, desde que apresentaram
crescimento visivel no solo autoclavado (nas quatro fontes de carbono) e também em solo niao
autoclavado (utilizando como fonte de carbono naftaleno e pireno). O crescimento das linhagens
no solo autoclavado foi provavelmente estimulado pelo processo de autoclavagem de dois modos.
1) a morte efetiva da microbiota enddgena, sendo facil para os fungos inoculados competir e
sobreviver neste solo; 2) a modificagao das caracteristicas fisico/quimicas no solo, levando a um

aumento na concentra¢@o de nutrientes soltiveis e matéria organica no solo (LYNCH, 1988).

ANDERSSON et al., (2000), observaram que para Pleurotus ostreatus e Phanerochaete
chrysosporium, o aumento do crescimento visual parece estar relacionado com a degradacao
significativa dos HAPs. Ja para Hypholoma fasciculare, apesar de ter apresentado crescimento
visual, em ambos o0s solos autoclavado e nao autoclavado, nao houve degradagao dos HAPs. O
pouco crescimento visual e degradagdo no solo nao autoclavado pode ser em parte explicado pela
pouca habilidade dos fungos em competir com a microbiota do solo (MATENS & ZADRASIL,
1992; In der WIESCHE et al., 1996), ou as enzimas extracelulares nao estarem sendo produzidas

ou ativas.

CANET et al., (2001), demonstraram que a utilizagdo de fungo de degradagdo branca para
degradar HAPs no solo nao foi considerada util, talvez por causa da falta de aclimata¢ao dos

fungos aos HAPs ou por causa da baixa temperatura utilizada (22°C).

Na biorremediagdo do solo, ¢ importante uma completa degradagao dos HAPs, seja pelo
fungo inoculado ou em consércio com a microbiota do solo. KOTTERMAN et al., (1998),
utilizaram fungo de decomposigdo branca (Bjerkandera sp.), para degradar HAPs de alto peso
molecular, como benzo[a]pireno. Apds 15 dias de incubagdo eliminou-se 100% do composto, o
qual foi adicionado ao meio de cultivo numa concentragdo inicial de 20 mg L. O resultado
obtido neste trabalho esta de acordo com o do autor acima, desde que as linhagens Aspergillus sp
e Verticillium sp degradaram acima de 80% o benzo[a]pireno, apds 4 semanas de cultivo, e a

concentragao utilizada foi superior a utilizada pelo autor referido.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os fungos analisados neste trabalho apresentaram grande capacidade de degradar os
HAPs estudados, sendo que esta degradacao variou dependendo da linhagem e das enzimas

presentes.

Quando variou-se o tamanho do inéculo, observou-se que o tamanho deste adicionado ao
meio de cultura apresentou um efeito antagdnico na degradacio dos HAPs influenciando a
porcentagem de degradacdo dos compostos utilizados. Ao contrario do esperado, aumentando-se
o tamanho do inéculo n@o houve aumento na porcentagem de degradagao, produzindo um efeito

negativo na biodegradacdo, exceto quando utilizou-se benzo[a]pireno como substrato.

Ap6s o estudo da degradagdo dos HAPs, com a adigido destes junto com o inéculo
ou no 3° dia de crescimento, observou-se que as linhagens se comportaram de maneira diferente.
A produgio de enzimas ligninoliticas, biosurfactante, citocromo, proteina micelial e degradagao
também variaram. Verificou-se que os melhores resultados, para todas as quatro fontes de
carbono utilizadas, foram quando da adigdo do composto no 3° dia de cultivo, isto porque o
crescimento micelial conseguiu se estabilizar, para depois comegar a utilizar os HAPs como fonte
de carbono.

A melhor taxa de biodegradagdo de naftaleno foi obtida quando este foi adicionado ao
meio no 3° dia de cultivo, e observou-se, para todas as linhagens, que tanto a enzima MnP como
biosurfactante estiveram presentes.

Quando realizou-se o estudo da producdo de cit P-450, utilizando-se naftaleno como
fonte de carbono, ndo detectou-se esta proteina em nenhuma das cinco linhagens nos diferentes
tratamentos.

Quando antraceno foi utilizado como substrato observou-se que a adi¢do do composto no
3° dia também mostrou-se melhor para a degradacdo. A enzima MnP esteve presente, exceto para
a linhagem 1040 que apresentou somente a lacase no seu melhor dia de degradagao. Na presenca
deste substrato algumas linhagens além de apresentar MnP produziram também LiP,
biosurfactante e citocromo, o que sugere que estejam também envolvidas com a degradagio de

antraceno.
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Na presenga de pireno, observou-se que nas duas condi¢gdes de adi¢do do composto as
linhagens apresentaram comportamento semelhante quanto a porcentagem de degradagdo. As
enzimas ligninoliticas, de uma forma geral, estiveram presentes nos melhores dias de degradagao
de cada linhagem, assim como também apresentaram a formagdo de biosurfactante e citocromo
nestes melhores dias.

As linhagens apresentaram melhor porcentagem de degradagdo, quando o benzo[a]pireno
foi utilizado como substrato, adicionado no 3° dia de crescimento. Verificou-se que as enzimas
ligninoliticas estiveram presentes nestes dias como também algumas das linhagens apresentaram
a producdo de biosurfactantes ¢ citocromo.

Ap6s o estudo da concentragdo maxima de HAPs capaz de inibir o crescimento das
linhagens, concluiu-se que quando se eleva muito a concentragao dos substratos, estes intbem o
crescimento. E os compostos com maior nimero de anéis aromaticos conseguem ter efeito
inibitério em menor quantidade, enquanto que com os HAPs mais ficeis de serem degradados
(naftaleno e antraceno) a concentragdo que causou inibig¢do no crescimento foi bem maior.

No estudo da utiliza¢do do dcido himico como surfactante observou-se que a degradagao
dos HAPs foi menor, quando comparada com estudos sem adigao de acido humico, isto pode ser
devido ao fato das linhagens primeiramente utilizarem o dcido hiumico como substrato ¢ nao os
HAPs, desde que s linhagens apresentaram descolorizagao do meio de cultivo.

Quando as linhagens foram cultivadas em solo contaminados por HAPs observou-se que as
duas linhagens utilizadas rapidamente colonizaram o solo autoclavado e degradaram
efetivamente os HAPs. Quando o solo nao foi autoclavado, verificou-se que as linhagens
colonizaram e degradaram os HAPs (em menor porcentagem), mas houve crescimento dos
microrganismos endogenos, uma vez que observou-se visivelmente o crescimento de tais

microrganismos com caracteristicas diferentes das linhagens fungicas utilizadas no trabalho.

Conclui-se que as linhagens sdo capazes de crescer e degradar tais HAPs, tanto em meio
liquido como em meio solido, mesmo os mais complexos como pireno e benzo[a]pireno, sendo
que a porcentagem de degradacao, a produgao de enzimas ligninoliticas, citocromo P-450 ¢
biosurfactante, produ¢do de proteina micelial variaram de acordo com a linhagem e com a fonte

de carbono utilizada.
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A andlise das estruturas macroscopicas € microscopicas das linhagens fingicas (710, 870,
898, 984 ¢ 1040) indicaram que pertencem aos seguintes géneros: Acremonium, Trichoderma,
Fusarium, Aspergillus e Verticillium, respectivamente.

Os resultados aqui apresentados indicam que as linhagens utilizadas neste trabalho tem
um grande potencial para degradagao de HAPs e também para aplicacdo em processos de

bioremediacao.
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