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RESUMO

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) s&o poluentes ambientais oriundos de
fontes naturais e antropogénicas, caracterizados por suas propriedades mutagénicas e
carcinogénicas e persisténcia no ambiente. Fungos basidiomicetos de degradag&o branca
tém sido extensivamente estudados devido a sua habilidade em degradar uma ampla
variedade de compostos xenobidticos por meio do sistema ligninolitico, composto por
enzimas de baixa especificidade ao substrato, como as Lacases, Manganés peroxidases
(MnP) e Lignina peroxidases (LiP). Considerando que os estudos relacionados a
degradagao de poluentes por fungos marinhos ainda sao escassos, o presente trabalho
visou a avaliagdo da degradagé&o dos HPAs pireno e BaP e da atividade ligninolitica de
trés basidiomicetos isolados de esponjas marinhas. Durante a etapa de selegéo do fungo
mais eficiente, os trés basidiomicetos foram capazes de degradar os HPAs (0,02 e
0,04 mg mL™" de BaP e pireno, respectivamente) apdés 7, 14 e 21 dias de incubagéo,
apresentando atividade ligninolitica, sobretudo de Lacase, que possui uma ampla
aplicagédo tecnoldgica. O fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062 degradou mais de 90% da
quantidade inicial de ambos os HPAs apés 7 dias de incubagdo. O crescimento dos
basidiomicetos néo foi influenciado pelos HPAs, com exceg¢ao do Marasmiellus sp. CBMAI
1062, que apresentou maior crescimento micelial em presenca dos mesmos. A atividade
ligninolitica ndo apresentou correlagdo com a degradagcdo nem com o crescimento
micelial, para todos os basidiomicetos estudados. Entretanto, os resultados sugerem que
na presenca dos HPAs pode ter havido indug&o da produgéo das enzimas Lacase e MnP.
O fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foi selecionado para as etapas posteriores devido
a sua producao enzimatica, crescimento em presenca dos HPAs e altas porcentagens de
degradagao. Apo6s 7 dias de cultivo em presenca dos HPAs em meio mineral, este fungo
apresentou atividade das enzimas LiP, MnP e Lacase, elevadas taxas de degradacao
(79,9% de pireno e 95,2% de BaP) e aumento de biomassa, 0 que sugere 0 consumo, ao
menos em parte, dos HPAs e/ou de seus produtos de degradagédo como fontes de
carbono e energia. Nos experimentos de anadlise qualitativa de metabdlitos formados,
foram identificados quatro metabdlitos: 1-hidroxipireno, pireno dihidrodiol e dihidroxipireno,
derivados da degradagao do pireno, e hidroxibenzo[a]pireno, derivado da degradag¢ao do
BaP. Tais compostos sugerem a degradacao dos HPAs via sistema enzimatico CYP e
epoxido hidrolases. Elevadas porcentagens de degradagédo foram obtidas em meio com
35 ppm (3,5%) de salinidade e pH 9,0. Contudo, nestas condic¢bes, a atividade ligninolitica

de Lacase, LiP e MnP foi ausente. O aumento da concentragdo dos HPAs n&o diminuiu as
XVi



taxas de degradagdo nem o crescimento micelial. De modo geral, as maiores
porcentagens de degradacao foram alcangadas sob elevada concentragdo de nutrientes.
Através dos experimentos de degradacédo de BaP, foi possivel propor um modelo
matematico derivado da regressdo multipla do Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) para dois fatores. Os resultados do presente trabalho evidenciam o
potencial do fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062 para remediacao de ambientes salinos

e/ou alcalinos bem como para a aplicagao biotecnoldgica de suas enzimas ligninoliticas.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos, basidiomicetos, fungos
derivados marinhos, enzimas ligninoliticas.
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ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are environmental pollutants from natural and
anthropogenic sources, characterized by their mutagenic and carcinogenic properties and
persistence in the environment. White-rot basidiomycetes have been extensively studied
due to the ability to degrade a wide variety of xenobiotic compounds using their ligninolytic
system, constituted by enzymes with low substrate specificity, such as Laccases,
Manganese peroxidase (MnP) and Lignin peroxidases (LiP). Since the studies related to
the degradation of pollutants by marine-derived fungi are scarce, the present study aimed
to evaluate the degradation of PAHs pyrene and BaP and the ligninolytic activity of three
basidiomycetes isolated from marine sponges. During the selection of the most efficient
fungus, the three basidiomycetes were able to degrade PAHs (0.02 to 0.04 mg mL™ BaP
and pyrene, respectively) after 7, 14 and 21 days of incubation, presenting ligninolytic
activity, especially Laccase, which has a wide technological application. The fungus
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 degraded more than 90% of the initial amount of both PAHs
after 7 days of incubation. The growth of basidiomycetes was not affected by PAHSs,
except Marasmiellus sp. CBMAI 1062, which showed the highest mycelial growth in their
presence. The ligninolytic activity was not correlated with the degradation nor with the
mycelial growth, for all basidiomycetes studied. However, the results suggest that the
presence of PAHs may have induced the Laccase and MnP production. Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 was selected for the subsequent assays due to its enzyme production,
growth in the presence of PAHs and high degradation rates. After 7 days of growth in the
presence of PAHs in mineral medium, this fungus showed activity of LiP, MnP and
Laccase, high degradation rates (79.9% of pirene and 95.2% of BaP) and increased
biomass, suggesting consumption, at least in part, of PAHs and/or their degradation
products as carbon and energy sources. In qualitative analysis of the metabolites
produced, four metabolites were identified: 1-hydroxypyrene, pyrene dihydrodiol and
dihydroxypyrene, derived from the pyrene degradation, and hydroxybenzo[a]pyrene
derived from BaP degradation. Such compounds suggest PAHs degradation via CYP
enzyme system and epoxide hydrolases. High degradation percentages were obtained in
medium with 35 ppt salinity (3.5%) and pH 9.0. However, under these conditions, the
activity of ligninolytic Laccase, LiP and MnP was absent. Increasing the concentration of
PAHs has not decreased rates of degradation or mycelial growth. In general, the major
degradation percentages were achieved at higher nutrient concentration. Through the

degradation of BaP assays, was possible to propose a mathematical model derived from
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multiple regression Central Composite Rotatable Design (CCRD) with two factors. The
results of this study highlight the potential of fungus Marasmiellus sp. CBMAI 1062 for
remediation of saline and/or alkali environments as well as for biotechnological application

of their ligninolytic enzymes.

Keywords: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, basidiomycetes, marine-derived fungi,

ligninolytic enzymes.
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1. INTRODUGAO

Hidrocarbonetos Poaliciclicos Aromaticos (HPAs) sdo formados pela fuséo de dois
ou mais anéis de benzeno. Estes componentes naturais do petréleo podem ser langados
no ambiente pela combustdo incompleta de combustiveis fésseis, durante as atividades
corriqueiras da industria petrolifera, como o transporte de 6leo, ou através de seu
derramamento acidental no ambiente marinho, causando sérios danos ambientais, sociais
e econbmicos (HARITASH & KAUSHIK 2009). Também originados de fontes naturais,
como erupgbes vulcanicas, os HPAs sao caracterizados por suas propriedades
teratogénicas, mutagénicas e carcinogénicas, e sua persisténcia no ambiente esta
relacionada principalmente a sua baixa solubilidade em agua (BLUMER 1976, WILD &
JONES 1995). A Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente dos Estados Unidos (US EPA)
assinalou 16 HPAs para serem monitorados em ecossistemas aquaticos e terrestres,
dentre eles os HPAs pireno e benzo[a]pireno (BaP) (VERDIN et al. 2004).

A degradacéao por micro-organismos € um dos principais processos envolvidos na
eliminacdo de HPAs em ambientes contaminados (WILSON & JONES 1993). Dentre os
micro-organismos capazes de degradar ou biotransformar os HPAs, os fungos
basidiomicetos de degradagao branca (white-rot fungi) s&o os mais relevantes e tém
demonstrado grande capacidade em degradar diversos poluentes ambientais (NOVOTNY
et al. 2004, TORTELLA et al. 2005, SVOBODOVA et al. 2006, PATEL et al. 2009). Estes
fungos produzem enzimas ligninoliticas extracelulares que apresentam baixa
especificidade ao substrato e elevado potencial de redugéo. Tais fatores combinados a
sua expressdo em condicdo de limitagdo de nutrientes e capacidade de oxidag&o de
substratos com baixa solubilidade em agua fazem destas enzimas e de seus produtores
otimos candidatos aos processos de biorremediagdo de uma ampla variedade de
xenobioticos recalcitrantes, incluindo os HPAs (REDDY 1995). O sistema ligninolitico é

constituido por duas classes principais de enzimas: as fenol-oxidases cupricas,
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conhecidas como Lacases (EC 1.10.3.2), e as heme-peroxidases, que incluem a Lignina
peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14) e a Manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13). Diversos
trabalhos reportados em literatura relacionam a biodegradacao de HPAs a producao
destas enzimas extracelulares (EIBES et al. 2006, CAJTHAML et al. 2008, LI et al. 2010),
as quais sédo capazes de catalizar a oxidagédo dos HPAs produzindo metabdlitos mais
polares e soluveis (HARITASH & KAUSHIK 2009). Maiores polaridade e solubilidade em
agua sao importantes fatores que contribuem para a biodisponibilidade desses
metabdlitos a mineralizacdo por micro-organismos nativos presentes no ambiente
contaminado.

A biodegradacao de poluentes por fungos basidiomicetos terrestres ou por suas
enzimas ligninoliticas (LiP, MnP e Lacases) tem sido amplamente descrita na literatura
(NOVOTNY et al. 2004, CAJTHAML et al. 2008, ANASTASI et al. 2009, PATEL et al.
2009). Comparativamente, sdo escassos os estudos que relacionam fungos derivados
marinhos a processos de degradagdo de poluentes ambientais. O uso de fungos
derivados marinhos na biorremediacdo de ambientes salinos contaminados pode ser
facilitado devido a sua tolerancia as condigdes salinas.

Nesse contexto, o presente trabalho visa o estudo da biodegrada¢cédo de HPAs por
basidiomicetos derivados marinhos e de sua atividade ligninolitica associada. Os
resultados obtidos poderao resultar na aplicagdo destes fungos em processos que
requerem tolerancia a concentragdes elevadas de sais, como a do ambiente marinho e de
efluentes industriais, bem como poderéo abrir novas fronteiras e ampliar o conhecimento

sobre os fungos recuperados de ambiente marinho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FUNGOS DERIVADOS MARINHOS

O ecossistema marinho representa um nicho pouco explorado no que diz respeito
aos recursos genéticos microbianos que poderiam ser aplicados em processos
biotecnoldgicos. Fungos marinhos formam um grupo ecolégico, ndo taxonémico (HYDE
et al. 2000), que inclui fungos obrigatoriamente marinhos, que crescem e esporulam
exclusivamente na agua do mar, e aqueles conhecidos como facultativos, da agua doce
ou do meio terrestre, mas que possuem adaptacdes fisiologicas para o crescimento e
reprodugcéo no ambiente marinho (KOHLMEYER & KOHLMEYER 1979). De acordo com
Hyde et al. (2000) aproximadamente 800 espécies de fungos marinhos obrigatérios foram
encontrados. Porém, como estes micro-organismos necessitam de um amplo estudo de
sua morfologia, fisiologia e ecologia para sua classificacao, um grande numero de fungos
isolados de amostras marinhas nao foram comprovadamente classificados como micro-
organismos marinhos obrigatérios ou facultativos. Assim, foi criada a expresséo “fungos
derivados de ambiente marinho” (marine-derived fungi) visando uma classificagdo mais
geral para estes organismos (OSTERHAGE 2001).

No ambiente marinho, os fungos sédo organismos heterotroficos, com papel
principal na decomposi¢céo do tecido vegetal e animal (celulose, lignina, queratina, entre
outros) e na reciclagem de nutrientes (BUGNI & IRELAND 2004). Diversos fungos tém
sido isolados do ambiente marinho e sao descritos como produtores de novos metabdlitos
secundarios e enzimas, nao encontrados em fungos terrestres (RAGHUKUMAR 2008).
Temperatura, pH, salinidade e concentracdo de ions sodio sao fatores fisicos com
propriedades exclusivas no ambiente marinho e que afetam o metabolismo destes micro-
organismos. A agua do mar possui em média uma salinidade de 33-35 ppm (3,3-3,5%),
enquanto que a agua doce possui menos de 0,5 ppm de sais. O s6dio, mesmo em baixas

concentragdes, é toxico para a célula da maioria dos organismos terrestres e de agua
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doce. A presenca de altos niveis de ions sédio confere caracteristicas Unicas as células
dos fungos marinhos, os quais sdo capazes de reduzir sua toxicidade. Estes micro-
organismos também sdo capazes de crescer e produzir diversas enzimas extracelulares
em pH 7,0-8,0, enquanto que fungos terrestres geralmente tém crescimento 6timo em

pH 4,5-6,0 (RAGHUKUMAR et al. 2004, DAMARE et al. 2006).

2.2. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAs)

Os HPAs sao hidrocarbonetos, ou seja, sdo compostos que apresentam apenas
atomos de carbono e hidrogénio em suas moléculas. Nas moléculas de HPAs, os atomos
estdo arranjados sob a estrutura de anéis aromaticos fundidos ou condensados. Estes
anéis aromaticos (ou benzénicos) sao estruturas de seis carbonos, arranjados em forma
hexagonal, com ligagdes duplas alternadas entre si (Figura 1) (CERNIGLIA &

SUTHERLAND 2010).

0 0 GO

Maftaleno Fluoreno Antracenoc
Fenantreno Fluoranteno Criseno
Pireno Benzo[a]antraceno Benzo[a]lpireno

Figura 1. Estrutura dos HPAs mais comumente estudados.



Os HPAs sao emitidos e formados principalmente durante a combustao incompleta
(fonte pirogénica) de matéria orgénica a partir de diferentes fontes, tais como motores de
combustao, aquecimento, atividades industriais e queimadas (HEEMKEN et al. 2000). A
incineracao de lixo municipal e a produgao de coque, carvao negro, de alcatrdo de hulha e
asfalto foram identificados como importantes fontes antropogénicas de HPAs
(COUNTWAY et al. 2003). Estes compostos possuem baixa solubilidade em agua e
elevados pontos de fusdo e ebulicdo. As caracteristicas fisicas e quimicas dos HPAs
variam de acordo com a massa molecular (Tabela 1). A solubilidade em agua e a presséo
de vapor diminuem com o aumento da massa molecular, enquanto que os pontos de
fusdo e ebulicdo aumentam (ASGHER et al. 2008, ANASTASI et al. 2009). A elevada
hidrofobicidade permite sua facil adsorgcdo a matéria organica de particulas soélidas,
formando micropoluentes persistentes no meio ambiente. Ar, solo, agua e vegetagao
atuam como reservatérios de HPAs na natureza (GAN et al. 2009). O ecossistema
aquatico € um dos maiores locais de acumulo de HPAs (TAO et al. 2003) e tem recebido
atencdo devido a caracteristica lipofilica deste ambiente e o efeito de bioconcentracao
(HAITZER et al. 1998). Os HPAs podem entrar no ambiente aquatico por meio da
deposicéo atmosférica, industrial e residencial, descarga de aguas residuais, ou urbanas
e de enxurradas, além da poluigcdo causada pelos navios petroleiros (HEEMKEN et al.

2000).



Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos HPAs mais comumente estudados.

Massa Solubilidade Ponto de Ponto de

Composto molar em agua Fusao Ebulicdo  Carcinogenicidade
(@mol”’)  (mgL") (°C) (°C)

Naftaleno 128 3,17 x 10 81,0 217,9 3
Fluoreno 166 1,08 111156’,%' 295,0 3
Antraceno 178 0,73x 10 216,4 342,0 3
Fenantreno 178 1,29 100,5 340,0 3
Fluoranteno 202 0,26 108,8 375,0 3
Criseno 228 0,02 x 10™ 253,8 448.,0 3
Pireno 202 0,13 150,4 393,0 3
Benzo[a]antraceno 228 0,14 x 10 160,7 400,0 2A
Benzo[a]pireno 252 0,38 x 107 178,1 496,0 2A

2A: provavel carcinogénico para humanos — limitada evidéncia em humanos e suficiente em
animais.

3: ndo é classificado como carcinogénico para humanos.
Fontes: Nikolaou et al. (2009), Chen et al. (2010).

Os HPAs e alguns de seus metabdlitos constituem uma classe importante de
poluentes ambientais de elevado potencial toxicoldégico, mutagénico e carcinogénico
(HARITASH & KAUSHIK 2009). Em geral, compostos de baixa massa molecular (com
dois a trés anéis aromaticos) tém uma toxicidade aguda significativa e apresentam maior
concentragéo na solugéo, estando mais biodisponiveis (ONUSKA 1989). Os HPAs de
maior massa molecular (com quatro ou mais anéis aromaticos), por sua vez, podem
apresentar efeito carcinogénico. Esses compostos geralmente estdo em baixas
concentragdes na solugdao (menor biodisponibilidade), apresentando menor toxicidade
aguda e efeitos mais significativos para os organismos através da exposi¢éo crénica
(KENNISH 1992). Os diferentes compostos podem ter potencial carcinogénico
diferenciado, pois ha relagéo entre a estrutura molecular dos HPAs e o mecanismo de
carcinogénese (JACOB 2008). As estruturas quimicas dos HPAs mais comumente
estudados estdo apresentadas na Figura 1. Dentre eles, pireno e BaP s&o considerados

HPAs de elevada massa molecular com um longo periodo de meia-vida no solo, variando
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de 270 dias a 5,2 anos e 269 dias a 8,2 anos, respectivamente (JUHASZ & NAIDU 2000).
Ambos tornaram-se foco de grande atencéo devido a sua presenca em todos os tipos de
ambiente, resisténcia a biodegradagao, potencial bioacumulativo e mutagenicidade.

Os riscos associados aos HPAs presentes no ambiente podem ser amenizados
através da utilizagao de métodos convencionais que envolvem a remocgéo, alterag&o, ou o
isolamento do poluente (HENNER et al. 1997). Outros métodos como extragdo por
solvente, oxidagdo quimica, tecnologias térmicas, remediagdo eletrocinética também
podem ser usados (GAN et al. 2009). Contudo, estas tecnologias s&o caras e em muitos
casos resumem-se na transferéncia do poluente. Por outro lado, a biorremediagdo é uma
ferramenta capaz de transformar os compostos poluentes a derivados menos toxicos,
economizando produtos quimicos, energia e tempo. Embora os HPAs possam sofrer
adsorcgédo, volatilizagéo, fotolise e/ou degradagcéo quimica, a degradagcao microbiana é o

processo de degradacéo principal (HARITASH & KAUSHIK 2009).

2.3. METABOLISMO DE HPAs

Compostos xenobiéticos que sao relativamente inertes podem ser metabolizados a
compostos intermediarios altamente reativos, os quais podem interagir com constituintes
celulares por numerosas vias, como a ligagéo covalente a macromoléculas, ou podem ser
detoxificados e seus produtos excretados (HODGSON & ROSE 2010). A
biotransformagdo dos quimicos relativamente inertes a compostos altamente reativos é
chamada de ativagdo metabdlica ou bioativagéo e € frequentemente o evento inicial das
toxicidades induzidas quimicamente (DECKER et al. 2009). Metabdlitos reativos séo
capazes de ligar-se a proteinas e acidos nucleicos devido ao seu carater eletrofilico,
sendo esta etapa essencial ao processo carcinogénico. O esquema geral do metabolismo
de xenobidticos potencialmente tdxicos esta disposto na Figura 2. Eles constituem

radicais livres ou atuam como geradores de radicais que interagem com o oxigénio para
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produzir espécies reativas de oxigénio capazes de causar dano a membranas, DNA e
outras macromoléculas. Entretanto, metabdlitos reativos podem ser detoxificados, por
exemplo, pela interagédo com a glutationa (SHIMADA 2006).

Xenobidtico » Metabélito - Eliminacdo
nao téxico

4

Metabodlito
reativo

4

Ligacdo com moléculas da célula
(enzimas, receptores, membrana, DNA)

" 4 ~

Toxicidade Reparo celular
(danos aos tecidos, cancer, (reparo do DNA, sintese proteica)
alteragdes fisioldgicas)

Figura 2. Relagédo entre metabolismo, ativacdo, detoxificacdo e toxicidade de um

determinado composto quimico (xenobiético). Traduzido de Hodgson & Rose (2010).

Embora um composto quimico possa ser metabolizado por diversas rotas, a via de
sua ativacéo &, frequentemente, a rota mais curta, sendo as demais responsaveis pela
detoxificagdo. A ativagcao pode tornar-se a rota dominante em certas situagdes, levando a
toxicidade (HODGSON & ROSE 2010). A maioria das enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobiodticos pode formar metabdlitos reativos. Os sistemas enzimaticos
mais frequentemente envolvidos na ativagcao de xenobibticos sao aqueles catalizados por
reacbes de oxidagdo. As mono-oxigenases do sistema Citocromo P450 (CYP) s&o, sem
duvida, as enzimas mais importantes envolvidas na oxidagdo de xenobiéticos (SHIMADA

2006, URLACHER & EIBEN 2006). Isto pode ser explicado pela abundéancia das enzimas



CYP, suas numerosas isoformas e pela inducédo de sua atividade por xenobioticos
(GUENGERICH & SHIMADA 1991).

A ativacao metabodlica de quimicos carcinogénicos pelo sistema CYP esta bem
documentada (CONNEY 1982, GUENGERICH & SHIMADA 1991, SHIMADA & FUJII-
KURIYAMA 2004). O metabolismo do BaP tem sido extensivamente estudado em tecidos
humanos e animais e em geral tem servido como um modelo para o metabolismo de
outros HPAs. Pelo menos 15 metabdlitos de Fase |, ou seja, formados inicialmente, foram
documentados, sendo a maioria resultante do sistema CYP e da atividade de epo6xido
hidrolases (HODGSON & ROSE 2010). Muitos deles sao posteriormente metabolizados
por enzimas da Fase Il, como as glutationa transferases e quinona redutases, a

metabdlitos mais polares e passiveis de detoxificagdo (TALALAY 2000, SHIMADA 2006).

2.4. BIODEGRADAGAO DE HPAs

Tanto bactérias quanto fungos tém sido estudados por sua habilidade de
degradacdo de xenobidticos, inclusive HPAs. A grande diferenca no nivel de
conhecimento sobre o metabolismo de HPAs entre bactérias e fungos pode ser explicada
pelo rapido crescimento bacteriano em meio liquido, favorecendo sua selecdo e
isolamento (CERNIGLIA et al. 1992). A degradagé&o bioldgica de HPAs pode ser resultado
de trés diferentes processos: (i) biodegradagdo com assimilagao do composto, que resulta
em carbono e energia ao organismo e conduz a mineralizagdo do HPA ou parte dele;
(i) detoxificagao intracelular, que gera metabdlitos mais soluveis em agua como um pré-
requisito para a excregdo; (iii) co-metabolismo, que leva a degradacao do HPA sem
geracéo de energia e carbono proveniente deste composto para o metabolismo celular.
Diferente de bactérias, a maioria dos fungos descritos na literatura nédo sao capazes de
utilizar HPAs como unica fonte de carbono e energia (JOHNSEN et al. 2005, PENG et al.

2008).



O principal mecanismo de degradagéo de HPAs usado por bactérias aerobicas é a
oxidagéo inicial do anel aromatico pela acdo das enzimas dioxigenases formando
cis-dihidrodiois. Algumas bactérias sdo também capazes de oxidar os HPAs pelo sistema
CYP (BAMFORTH & SINGLETON 2005). No caso dos fungos nao ligninoliticos, o primeiro
passo no metabolismo de HPAs é a oxidagao do anel aromatico catalizada pela enzima
mono-oxigenase do sistema CYP para produgédo de um oxido de areno. Esta rota € similar
ao metabolismo de HPAs por mamiferos (CERNIGLIA 1997, BAMFORTH & SINGLETON
2005). Em comparagdo a oxidagdo do anel pela enzima dioxigenase formando
cis-dihidrodiois, as mono-oxigenases incorporam somente um atomo de oxigénio para
formar um éxido de areno. Este intermediario € geralmente instavel em solugéo aquosa e
pode sofrer rearranjo n&do enzimético dando origem a fendis ou hidratagdo via epoxido
hidrolase formando frans-dihidrodiois (SHIMADA et al. 1996). Estudos sobre os efeitos
carcinogénicos dos metabdlitos derivados do BaP demonstraram que 7,8-Oxido e
7,8-dihidrodiol sdo compostos intermediarios, enquanto que o 7,8-diol-9,10-epoxido € um
forte mutagénico e carcinogénico final, isto é, capaz de ligar-se a macromoléculas, como
o DNA. Outros reativos intermediarios do BaP incluem quinonas e alguns produtos de
conjugacao (JUHASZ & NAIDU 2000).

Em adicdo, os fendis podem conduzir a formagdo de compostos como
glicuronidios, sulfatos e glicosidios por reagdes de conjugagédo. O isolamento desses
metabdlitos de Fase |l e a detecgéo da atividade da enzima transferase correspondente
sdo um indicativo de vias metabdlicas de detoxificagdo, uma vez que os produtos de
conjugacédo sao considerados menos toxicos do que o HPA de origem (CERNIGLIA
1997).

Devido a complexa estrutura do polimero de lignina, formado pela distribuicao
randémica de varios componentes estruturais, as enzimas ligninoliticas atuam de forma

inespecifica na degradagao deste polimero e, desta forma, podem também degradar uma
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ampla gama de outras substancias quimicas persistentes, incluindo HPAs (POINTING
2001). Na presenca de enzimas ligninaliticas, fungos de degradagéo branca podem oxidar
HPAs gerando radicais livres hidroxila pela doagdo de um elétron, que oxida o anel
aromatico (BAMFORTH & SINGLETON 2005). Esta reagédo gera quinonas e acidos em
vez de dihidrodiois (Figura 3). No caso destes fungos, geralmente quinonas séao
acumuladas como produtos da degradacdo de HPAs. Sabe-se que as enzimas
ligninoliticas, como as Lacases, podem somente clivar o anel aromatico, sem induzir a

mineralizagcao do HPA (CERNIGLIA 1997).

-
%:\g Degradacédo por fungos néo ligninoliticos

Oxidagéo do anel via mono-oxigenases
do sistema Citocromo P450

Degradacgéo por fungos ligninoliticos
Oxidagao do anel por enzimas ligninoliticas
Reacéo catalizada pela

Rearran;o néao enamatuco ) epoxido hidrolase
£ [
H' H
O‘O Oxido de areno\
Y\ 7
Qumonas ( / Fenol o — i
A trans-dihidrodiol
Fissdo do anel O-Glucosideo
O-Glucoronideo
O-Sulfato
O-Xilosideo
CO: o-Metil

Figura 3. As duas principais vias de degradacdo de HPAs por fungos. Adaptado de
Bamforth & Singleton (2005).
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Ha um grande interesse no uso de fungos ligninoliticos para degradacao de HPAs
devido a baixa especificidade ao substrato de suas enzimas, o que lhe permite degradar
uma ampla variedade de xenobidticos recalcitrantes. Além disso, as enzimas envolvidas
séo extracelulares e capazes de se difundirem no ambiente, possibilitando a oxidagéo de
HPAs de baixa biodisponibilidade (POITING 2001). Estudos tém mostrado que a
degradagao de HPAs por fungos ligninoliticos pode ser resultado da atuagao conjunta das
enzimas ligninoliticas, mono-oxigenases do sistema CYP e epoxido hidrolases (Figura 3)
(CAJTHAML et al. 2008, WANG et al. 2009, SYED et al. 2010, ACEVEDO et al. 2011).

Embora a degradacédo microbiana de HPAs tenha sido estudada extensivamente,
0s principios bioquimicos subjacentes a sua degradacao sao investigados em menor
grau. Para a biorremediagdo ser considerada uma tecnologia viavel para a
descontaminagcédo de areas poluidas, uma maior compreensdo acerca dos micro-
organismos envolvidos, processos enzimaticos e vias metabdlicas € necesséria
(CERNIGLIA 1992). O objetivo final da biorremediacéo é reduzir a toxicidade potencial
dos contaminantes ambientais, através de sua degradacao a componentes inofensivos,

como o dioxido de carbono e agua (WILSON & JONES 1993).

2.5. ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Entre o grupo dos fungos, os degradadores da madeira, conhecidos como
ligninoliticos, sdo os mais estudados na biodegradagdo de poluentes ambientais, tais
como os HPAs e corantes téxteis. Trata-se de fungos taxonomicamente diversos, sendo a
maioria deles pertencente ao filo Basidiomycota.

As principais enzimas ligninoliticas produzidas por fungos de degradagéo branca
envolvidos na degradacao da lignina e de compostos xenobidticos sdo LiP, MnP e Lacase
(POITING 2001, WESENBERG et al. 2003). LiPs e MnPs sdo heme peroxidases

primeiramente descobertas no meio extracellular de Phanerochaete chrysosporium
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cultivado sob condi¢bes de limitagdo de nitrogénio. Hoje, sabe-se que estas enzimas séo
comumente encontradas em fungos que degradam a lignina. LiPs catalizam diversas
reacOes de oxidagéao, todas elas dependentes de H,0,. O principio de funcionamento das
MnPs é oxidar Mn** a Mn** usando H,O, como oxidante. Ambas possuem o grupo
prostético heme (Fe-protoporfirina IX) e podem apresentar diversas isoenzimas. Lacases
séo glicoproteinas monoméricas, diméricas ou tetraméricas com quatro atomos de cobre
por mondmero, localizados no sitio catalitico. Estas oxidases multi-cobre estao presentes
em bactérias, fungos, plantas e insetos. Diferentemente das peroxidases, as Lacases
requerem uma molécula de oxigénio como co-substrato. As Lacases possuem uma ampla
variedade de substratos, caracteristica atualmente explorada em aplicagdes industriais e
processos de biorremediagdo (ASGHER et al. 2008, LUNDELL et al. 2010).

Alguns fungos derivados de ambiente marinho foram citados na literatura como
produtores de enzimas ligninoliticas. D’Souza et al. (2006) reportaram a produg¢ao de uma
quantidade elevada de Lacase por um fungo basidiomiceto marinho nao identificado. No
estudo de Raghukumar et al. (1994) foram alcangados resultados positivos para a
producdo de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP e Lacase) e descoloracdo de efluentes
(pH 4,5 e pH 8,5) pelo fungo de degradagéo branca Flavadon flavus isolado dos detritos
da alga Thalassia hemprichii. Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa da
Dra. Lara Sette atividades significativas de Lacase, LiP e principalmente MnP foram
produzidas em 12,5% e 23% de salinidade por fungos derivados de cnidarios marinhos
identificados como Aspergillus sclerotiorum CBMAI 849 (anamérfico), Cladosporium
cladosporioides CBMAI 857 (Ascomycota) e Mucor racemosus CBMAI 847 (Zygomycota)
(BONUGLI-SANTOS et al. 2010a). Os resultados obtidos nos estudos acima citados
salientam o potencial uso dos fungos derivados de ambiente marinho para aplicagbes
industriais e na biorremediagédo de areas contaminadas por poluentes ambientais. Em

adicao, de acordo com Raghukumar (2002), uma vasta gama de efluentes industriais
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possuem pH alcalino e grandes quantidades de ions sddio, e portanto, os fungos
derivados de amostras marinhas parecem ideais para o tratamento destes efluentes, pois

ja estéo adaptados a estas condigdes.

2.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O sistema ligninolitico e a degrada¢ao de compostos poluentes ambientais podem
ser afetados por diferentes fatores abidticos e bidticos que incluem: temperatura, pH,
aeracdo, nutrientes, pressao, exposi¢cao prévia ao composto, propriedades fisico-
quimicas, biodisponibilidade e toxicidade do poluente (BAMFORTH & SINGLETON 2005,
D’SOUZA et al. 2006, DING et al. 2008, ALAM et al. 2009). Antes que um micro-
organismo possa ser usado em processos de biorremediagdo de ambientes
contaminados, fatores ambientais e nutricionais fundamentais que afetam estes
processos devem ser primeiramente estudados no laboratorio.

A triagem e a analise de variaveis que interferem significativamente sobre a
atividade ligninolitica e biodegradagédo de HPAs podem ser feitas variando-se um fator por
vez ou através de métodos estatisticos. O primeiro método é o procedimento experimental
mais difundido e usual, “one-at-a-time”, que envolve o estudo de uma variavel por vez, no
qual é avaliada uma das variaveis estudadas a diferentes condi¢des e as demais s&o
fixadas. Este método negligencia possiveis interagcées entre os fatores por ndo explorar
completamente o espago experimental. Tais limitagbes podem ser eliminadas
empregando-se planejamentos experimentais estatisticos que usam um nimero menor de
medidas e explora todo o espaco experimental. A mais bem sucedida técnica usada para
analise e otimizacdo das variaveis de um processo € conhecida por Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), que possibilita a avaliagdo dos efeitos de cada
variavel individualmente e de suas interacées sobre uma dada resposta (RODRIGUES &

IEMMA 2009). O delineamento experimental como um todo permite a sele¢ao prévia de



variaveis significativas a um processo quando sao varios os fatores estudados sobre a
resposta. Ao final a metodologia da superficie de resposta pode ser empregada para
obtencédo de um modelo tedrico e dedugéo das condigdes otimizadas (SU et al. 2011).

Abdelhay et al. (2008) avaliaram o impacto de diferentes fatores sobre o processo
de degradagdo do HPA fenantreno por uma linhagem de Mycobacterium através do
delineamento experimental. A aplicagdo da metodologia da superficie de resposta
possibilitou a degradagao de 90% do HPA em 18 h e a dedugéo de um modelo empirico.
A mesma metodologia foi aplicada com sucesso na otimizagdo da degradagéo do pireno
por um fungo do género Penicillium (LAUNEN et al. 1999).

Embora o planejamento estatistico de experimentos implique grande economia de
tempo e custos devido a diminui¢do consideravel do numero de ensaios necessarios ao
estudo de um processo influenciado por diversas variaveis, como 0 processo de
biodegradagao, ainda s&o poucos os trabalhos reportados que utilizam esta metodologia

(RODRIGUES & IEMMA 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo de trés fungos
basidiomicetos derivados marinhos quanto a capacidade de degradacéo in vitro dos HPAs

pireno e BaP e a producgéo de enzimas ligninoliticas.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliagdo da degradacdo de HPAs por trés basidiomicetos derivados marinhos,
visando a selegao do fungo mais eficiente.
1.1. Andlise quantitativa da degradacéao dos HPAs pireno e BaP.
1.2. Avaliagdo do crescimento micelial.
1.3. Determinacgao da atividade das enzimas ligninoliticas (LiP, MnP e Lacase).
2. Utilizagao do fungo selecionado em experimentos de:
2.1. Degradacéo in vitro de pireno e BaP ao longo de 7 dias.
2.2. Avaliagéo da influéncia de diferentes fatores sobre a degradacéo de pireno e BaP,
o crescimento micelial e e atividade das enzimas ligninoliticas.

2.3. Identificacdo dos metabdlitos formados durante a degradagéo de pireno e BaP.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MICRO-ORGANISMOS

Para a condugéao do presente trabalho foram utilizados trés fungos basidiomicetos:
Tinctoporellus sp. CBMAI 1061, Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e Peniophora sp. CBMAI
1063, os quais foram isolados das esponjas marinhas Amphimedon viridis e Dragmacidon
reticulatum, de acordo com Menezes et al. (2010), e identificados taxonomicamente pela
equipe da Divisédo de Recursos Microbianos (DRM) do CPQBA/UNICAMP (Tabela 2), no
ambito do Projeto Tematico FAPESP 05/60175-2, “Descoberta e desenvolvimento de
potenciais agentes quimioterapeuticos a partir de invertebrados marinhos e de micro-
organismos associados”, coordenado pelo pesquisador Dr. Roberto Berlinck, IQ-USP/SC.
Os isolados estao depositados na Colegao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e
Industria (CBMAI) do CPQBA/UNICAMP e foram previamente selecionados devido a alta
capacidade de descoloragdo do corante Remazol Brilhant Blue R (RBBR) em meio solido
e a eficiente producdo de enzimas ligninoliticas, incluindo meios acrescidos de sal e

formulados com agua do mar artificial (BONUGLI-SANTOS 2010).

Tabela 2. Identificagdo dos basidiomicetos derivados marinhos e informacgdes sobre coleta,
isolamento e numero de acesso.

Espécies relacionadas e % de

similaridade Identificacao
CBMAI GenBank Fonte molecular
ITS D1/D2
Tinctoporellus Perenniporia
1061 GU388303  D. reticulatum epimiltinus ochroleuca Tinctoporellus sp.
CBS 38961 e 99% CBS 38736 e 96,5%
- Hemimycena sp.* Marasmiellus sp. .
1062 GU388304 A. viridis Marasmiellus sp.
SP 376044 e 100% DMC 027 e 99,3% P
L Peniophora sp. Peniophora incarnata .
A. P h .
1063 GU388305 viridis XL A26 & 97% NH 10271 e 96.98% eniophora sp

*O género Hemimycena € considerado sinbnimo de Marasmiellus.
Fonte: Bonugli-Santos ef al. (2012).
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4.2, SELEGAO DO ISOLADO MAIS EFICIENTE
4.2.1. CONDIGOES DE CULTIVO

Os isolados foram cultivados em meio agar extrato de malte 2% (MA2, 20 g L™ de
extrato de malte e 15 g L™ de agar) por 10 dias a 28 °C. Ap6s a incubacao, trés cilindros
de 0,5 cm de didmetro da margem das colénias foram transferidos para frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de caldo extrato de malte 2% (MB2). Os frascos
foram incubados por 72 h a 28 °C e 120 rpm para formacdo da biomassa inicial. Em
seguida, os HPAs pireno e BaP dissolvidos em dimetilsulféxido foram adicionados
separadamente na concentragdo final de 0,04 e 0,02 mg mL", respectivamente (DA
SILVA et al. 2003, PASSARINI et al. 2011). Os frascos foram incubados por mais 7, 14 e
21 dias nas mesmas condi¢des. Os experimentos para as avaliagbes da degradagao dos
HPAs e das atividades ligninoliticas em meio com e sem HPA foram conduzidos
separadamente e em triplicata. Com o intuito de confirmar a transformacao do substrato
reagente somente na presenca de atividade enzimatica, controles sem inoculo, com e

sem HPA, também foram estabelecidos.

4.2.2. ANALISE QUANTITATIVA DA DEGRADAGAO DOS HPAs POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-
EM)

As extragdes e analises cromatograficas do presente trabalho foram conduzidas
na Divisdo de Quimica Orgéanica e Farmacéutica do CPQBA sob a orientagdo da Dra.
Marili V. N. Rodrigues e auxilio técnico de Sinésio Boaventura Junior. Para a
quantificagdo do pireno e BaP foi utilizado o método de padronizagao interna utilizando
como padrao interno o dibutilftalato. Na etapa de extragdo, cada Erlenmeyer da amostra
contendo o fungo em meio fermentativo MB2 foi adicionado de 50 mL de acetato de etila e

submetido a desintegracgéo celular no dispersor (Polytron) a 14000 rpm durante 1 min. Em
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seguida a haste do dispersor foi lavada com acetato de etila e o material filtrado em
algoddao embebido com acetato de etila diretamente acoplado no funil de separacao de
250 mL. As fases contidas no funil de separagéo foram submetidas a agitagéo vigorosa
durante 1 min e a fase organica filtrada em algodao com sulfato de sédio anidro saturado
com acetato de etila diretamente no baldo de fundo redondo de 250 mL. A fase aquosa
recolhida separadamente foi re-extraida com mais 50 mL de acetato de etila durante
1 min. As fases organicas foram juntadas no baldo de 250 mL e evaporadas no
rotaevaporador com banho entre 40-45°C até volume reduzido (cerca de 2 mL). O
conteudo do baldo foi transferido analiticamente para baldo volumétrico de 10 mL
contendo 1mL da solucdo de padrao interno (dibutilftalato 578 pg mL™" em acetato de etila)
e submetido a andlise por CG-EM.(PASSARINI et al. 2011). A curva analitica para
quantificagdo dos HPAs foi construida com 13 pontos de concentragdo na faixa entre 0,50
e 220 yg mL™". As andlises cromatograficas foram realizadas num cromatégrafo a gas
Agilent 6890N com detector de massas 5975 e injetor automéatico 7683B. A separagéo
cromatografica foi realizada em coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 ym). As
injecbes foram realizadas automaticamente (1 pL) no modo “splitless” com a valvula
aberta apds 0,6 min e com o injetor operando a 290 °C. A vazao do gas de arraste (hélio)
foi de 1 mL/min. A programagao de temperatura da coluna foi de 180 °C para 240 °C,
subindo 8 °C por minuto e de 240 °C para 310 °C, subindo 25 °C por minuto e mantendo-

se nesta temperatura durante 5 min.

4.2.3. AVALIAGAO DA ADSORGAO DOS HPAs AO MICELIO

Apo6s o crescimento da biomassa inicial, conforme descrito no item 4.2.1., os
frascos foram esterilizados em autoclave por 30 min a 121 °C e presséo de 1 atm. Em
seguida, os HPAs pireno e BaP, dissolvidos em dimetilsulféxido, foram adicionados

separadamente aos frascos (concentragéo final de 0,04 e 0,02 mg mL™”, respectivamente)
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e incubados por mais 48 h nas mesmas condigdes. A andlise quantitativa da adsor¢ao
dos HPAs por CG-EM foi realizada de acordo com o item 4.2.2. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.2.4, PRODUGAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

As enzimas ligninoliticas LiP, MnP e Lacase foram avaliadas durante as primeiras
72 h de cultivo (antes da adi¢ao dos HPAs) e ap6s mais 7, 14 e 21 dias em presenca e
auséncia dos HPAs. Para a obtencao dos extratos enzimaticos, o meio liquido de cultivo
foi centrifugado a 15.026 xg (10.000 rpm, Hettich Zentrifugem, Rotina 380R) por 30 min a
4 °C, ap6s cada periodo de incubagao. Todas as atividades enziméaticas foram medidas
através de espectrofotbmetro (Shimadzu UV1240, Kyoto, Jap&o) e determinadas a partir
do calculo da diferenca de absorbéancia, conforme descrito a seguir.

Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para oxidar 1 umol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi expressa em U L~
do caldo enzimatico e os calculos realizados a partir da Equacéo 1, derivada da Lei de

Beer-Lambert.

UL"=AAXxV x10°/exRxt (Equagdo 1),

AA  diferenga entre a absorbancia final e a inicial

\' volume da reagéo (0,001 L em todos os casos)
10°  converte os mols do € para pmols

£ coeficiente de extingéo (M cm™)

R quantidade de caldo enzimatico (L)

t tempo de reagéo (min)
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LiP

A atividade da LiP foi avaliada a partir da leitura da absorbancia durante a
formagado do aldeido veratrilico produzido na oxidagdo do alcool veratrilico usado como
substrato (TIEN & KIRK 1984). A mistura continha 0,2 mL de alcool veratrilico (2,0 mM)
em tampéo tartarato de sédio (0,4 M; pH 4,5), 0,2 mL de H,O; (2,0 mM) e 0,6 mL do
extrato enzimatico. A reacgéo foi iniciada pela adicdo do H,O, a temperatura ambiente e a
formagdo do aldeido veratrilico determinado pela leitura da absorbancia a 310 nm

(e =9300 M cm™) ap6s 10 min.

MnP

A atividade de MnP foi quantificada através da leitura da absorbéancia durante a
oxidacdo do vermelho de fenol a 610 nm (¢ = 4.460 M cm™). A mistura da reacéo foi
composta por 0,5 mL do extrato enzimatico, 0,1 mL do substrato vermelho de fenol
(0,01%), 0,1 mL de lactato de sédio (0,25 M), 0,2 mL de albumina bovina (0,5%), 50 uL
MnSO, (2,0 mM) e ativada com 50 pL de H,O, (2,0 mM) em tampao succinato de sédio
(0,2 M; pH 4,5). A mistura foi incubada a temperatura ambiente e a reagéo interrompida

apos 5 min pela adicao de 40 yL de NaOH (2,0 M) (KUWAHARA et al. 1984).

Lacase

A atividade da Lacase foi detectada a temperatura ambiente pela leitura da
absorbancia durante a oxidagdo de trés diferentes substratos: ABTS, guaiacol e
siringaldazina. O primeiro método consistiu na oxidagédo do ABTS a 420 nm (¢ = 36.000 M
' em™) por 5 min segundo LI et al. (2008). A mistura da reacado continha 0,3 mL de tamp&o
acetato de sédio (0,1 M; pH 5,0), 0,6 mL de extrato enzimatico e 0,1 mL de solugédo de
ABTS (0,5 mM). O segundo foi baseado na oxidacdo do guaiacol a 450 nm

(e =12.100 M" cm™) por 10 min. A mistura da reagéo continha 0,6 mL de tampao acetato
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de sodio (0,1 M; pH 5,0), 0,2 mL de extrato enzimatico e 0,2 mL de guaiacol (2,0 mM) (LI
et al. 2008 modificado). O terceiro consistiu na oxidagdo da siringaldazina a 525 nm
(e = 65.000 M cm™) por 5 min. A mistura da reag&o continha 0,2 mL de tampa&o citrato-
fosfato (0,05 M; pH 5,0), 0,1 mL de agua deionizada, 0,6 mL de caldo enzimatico e 0,1 mL

de siringaldazina (1 mM) em etanol 100% (BONUGLI-SANTOS et al. 2010b modificado).

4.2.5. AVALIAGAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

O crescimento dos isolados foi quantificado em termos de peso seco micelial (mg)
por mL de meio de cultura. Para tanto, a massa micelial foi coletada por filtragéo através
de um disco de papel de filtro de 7 cm de didmetro. O filtrado foi seco em estufa a 90 °C
por 16 h. A massa micelial foi calculada pela diferenca entre o peso seco total e o peso

seco do papel de filtro.

4.3. ISOLADO SELECIONADO: Marasmiellus sp. CBMAI 1062
4.3.1. DEGRADAGAO DOS HPAs AO LONGO DE 7 DIAS

O isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foi incubado em presenca de HPA por 1,
3, 5 e 7 dias sob as condigbes de cultivo detalhadas no item 4.2.1. A extragdo das
amostras e a analise quantitativa da degradagao dos HPAs por CG-EM foram realizadas

de acordo com o item 4.2.2.

4.3.2. CRESCIMENTO, ATIVIDADE ENZIMATICA E DEGRADAGAO DOS HPAs EM
MEIO MINERAL

Apds 72h de crescimento em meio MB2 (item 4.2.1.), a biomassa inicial do fungo
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foi filtrada e lavada duas vezes com 50 mL de agua mili-Q

estéril. Em seguida, foi transferida para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
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meio mineral (l) puro, (II) acrescido de pireno ou (lll) acrescido de BaP como unica fonte
de carbono (concentragao final de 0,04 e 0,02 mg mL™, respectivamente). O meio mineral
foi constituido por (em g L' de agua destilada): KH,PO, (2), MgSO,-7H,O (0,5),
CaCl,-2H,0 (0,1), tartarato de amoénio (0,2) e solugdo de elementos-traco (10 ml). A
solucdo de elementos-traco continha (mg L) FeSO, 7H,O (12), MnSO,-7H,O (3),
ZnS04 7H,O (3), CoSO4 7H,O (1), (NH;)eMo;024-4H,O (1) (HADIBARATA 2009). Em
adicéo, a biomassa inicial foi também transferida para (IV) um novo meio MB2 sem HPA,
visando comparacao do crescimento fungico e da produgéo das enzimas ligninoliticas nas
diferentes fontes de carbono. Apos 7 dias de cultivo a 28 °C e 120 rpm, os ensaios foram
submetidos aos mesmos procedimentos ja descritos de avaliagdo da degradacédo dos
HPAs, atividade enzimatica, crescimento (itens 4.2.2., 4.2.4. e 4.2.5., respectivamente),
com excegdo do protocolo para avaliagédo da atividade de MnP. Sua atividade foi
determinada pelo método modificado de Wariishi et al. (1992) com a adicéo de 50 pL de
H.,O;, (2 mM) em 0,8 mL de tamp&o malonato de sodio (60 mM; pH 4,5), 50 yL de MnSO,
(10 mM), e 0,1 mL de extrato enzimético. A formagdo do complexo Mn**-malonato foi

acompanhada pela leitura da absorbancia a 270 nm (¢ = 11590 M cm™) ap6s 5 min.

4.3.3. IDENTIFICAGAO DE METABOLITOS POR CG-EM

Para deteccao dos metabdlitos formados durante a degradagéo dos HPAs, o
basidiomiceto Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foi incubado em meio liquido durante 5 e 15
dias em presenca de pireno e BaP, sob as mesmas condi¢gdes de cultivo do item 4.2.1. Os
50 mL de meio de cultura contendo o micélio crescido foram extraidos em
homogeneizador Ultra-Turrax com 60 mL de diclorometano como agente extrator. Apds
duas extracoes, as fases organicas foram agrupadas e secas em rotaevaporador a vacuo
em banho-maria de 30 °C. Para cada tempo de cultivo foram feitas 5 réplicas, agrupadas

afim de se obter maior concentracao de produtos formados. O residuo final foi, entao,
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dissolvido em 2 mL de acetato de etila e 1 yL foi injetado no sistema CG-EM. Os
componentes das amostras foram separados numa coluna capilar HP-5 MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 ym) na seguinte programacao de temperatura: de 60 °C para 280 °C,
subindo 5 °C por minuto e mantendo-se a 280 °C por 26 minutos, e de 280 °C para
310 °C, subindo 5 °C por minuto e mantendo-se a 310 °C por 5 minutos. A temperatura do
injetor foi de 250 °C (injec&o splitless) e a temperatura da interface foi de 300 °C. As
amostras foram analisadas no modo varredura completa (Full Scan) no intervalo de 40 a
600 m/z. Os picos foram identificados por comparagdo do espectro de massas com o0s
dados disponiveis na biblioteca do programa computacional NIST MS SEARCH versao
2.0 e independentemente pela interpretacéo dos padrdes de fragmentacdo. As amostras
também foram analisadas no modo monitoramento seletivo de ions (SIM). Os metabdlitos
foram identificados através de um ion de identificagdo e pelo menos um ion adicional de
confirmagao por composto, conforme espectros de massas descritos na literatura
(Tabela 3). Técnicas de separagao e derivatizagdo dos compostos ndo foram utilizadas.

Os experimentos foram analisados juntamente com um controle sem HPA.

Tabela 3. lons monitorados na detec¢éo dos metabolitos dos HPAs pireno e BaP.

ions monitorados (m/z)

Composto — - - -
Identificagdo Confirmagao
Hidroxipireno 218 189, 94
Dihidroxipireno 234 205,176
Pireno quinona 232 204,176, 88
Pireno dihidrodiol 236 218, 189, 176, 94
Pirenilsulfato 297 217
Benzo[a]pireno quinona 282 254,226, 113
Hidroxibenzo[a]pireno 268 239, 119
Benzo[a]pireno dihidrodiol 286 268, 239, 78

Fontes: Lambert et al. (1994), Lange et al. (1994), Caportoti et al. (2004 ), Cafnas et al.
(2007), Hadibarata (2009), NIST MS SEARCH 2.0.
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4.3.4. INFLUENCIA DAS CONDIGOES DE CULTIVO SOBRE A DEGRADAGAO

A fim de se investigar o efeito das condigcbes de cultivo sobre o processo
degradativo dos HPAs e de se obter as condicbes necessarias a uma eficiente
degradacdo, uma sequéncia de delineamentos experimentais foi estabelecido
(RODRIGUES & IEMMA 2009). Inicialmente foi realizado um planejamento Plackett-
Burman para avaliagéo das variaveis temperatura, pH, salinidade e concentragées iniciais
de extrato de malte, glicose, peptona, extrato de levedura e HPA (Tabela 4). A agua do
mar artificial foi preparada segundo Kester et al. (1967) e continha (em g L” de agua
destilada): NaCl (23,93), Na,SO, (4), KCI (0,68), NaHCO; (0,19), KBr (0,098), H;BO;
(0,026), NaF (0,003), MgCl,-6H,0 (10,83), CaCl-2H,0 (1,51) e SrCl,-6H,0 (0,02). Todas
as diferentes variaveis foram preparadas em dois niveis, designados como -1 para o
inferior e +1 para o superior (Tabela 4). Trés ensaios no ponto central foram
acrescentados a matriz para a determinacdo do erro padrédo durante a analise dos
resultados. Com um total de 15 ensaios, o delineamento permitiu a avaliagado inicial do
efeito das 8 variaveis sobre a degradacéo dos HPAs bem como sobre o crescimento do
isolado e atividade ligninolitica apds 7 dias de incubagdo. A biomassa inicial de cada
ensaio foi cultivada a 120 rpm sem a presenga de pireno ou BaP, adicionados
separadamente em solugao de dimetilsulfoxido somente ap6s 72 h de crescimento, como

descrito no item 4.2.1.
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Tabela 4. Niveis das variaveis estudadas no delineamento de Plackett-Burman.

Nivel inferior  Ponto central Nivel superior

Variavel » 0 +1
Temperatura (°C) 22 25 28
pH 7 8 9
Salinidade (ppm) 21 28 35
Glicose (g L") 5 10 15
Extrato de Malte (g L™ 5 10 15
Peptona (g L) 0 1 2
Extrato de Levedura (g L") 0 1 2
Pireno (mg mL™) 0,04 0,06 0,08
BaP (mg mL") 0,02 0,04 0,06

A quantificagdo da degradacao e do crescimento micelial foi realizada conforme
descrito nos itens 4.2.2. e 4.2.5., respectivamente. As atividades ligninoliticas das
enzimas Lacase, LiP e MnP foram avaliadas pela oxidag&o da siringaldazina e do alcool
veratrilico e pela formag&do do complexo Mn®*"-malonato, como descrito nos itens 4.2.4. e
4.3.2., respectivamente. Os calculos para verificagdo dos efeitos das variaveis sobre as
respostas foram realizados com o auxilio do programa computacional STATISTICA

versao 7.0.

Em seguida, com base nesses efeitos, foi realizado um delineamento fatorial
fracionado 2*' com 3 repeticdes no ponto central capaz de avaliar o efeito de quatro
variaveis sobre as respostas (Tabela 5). Neste experimento foi estudada a influéncia dos
fatores concentragéo de glicose, extrato de malte, peptona e HPA apéds 4 dias de cultivo
em presenca de pireno e BaP. A biomassa inicial de cada ensaio foi incubada como
descrito no item 4.2.1., sendo as demais condigées de cultivo fixadas a 28 °C, pH 8,
salinidade de 35 ppm e na auséncia do composto extrato de levedura, pois seu nivel -1

estudadofoide 0 g L™,
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Tabela 5. Niveis das variaveis estudadas no delineamento fatorial fracionado 2 *.

Nivel inferior Ponto central Nivel superior

Fator

-1 0 +1
Glicose (g L") 0 2,6 5,2
Extrato de Malte (g L") 15 20 25
Peptona (g L™) 2 3 4
Pireno (mg mL'1) 0,04 0,06 0,08
BaP (mg mL") 0,06 0,07 0,08

Finalmente, as variaveis concentragéo de glicose e peptona foram selecionadas

mantiveram-se conforme descrito no planejamento fatorial fracionado 2*".

Tabela 6. Valores codificados e reais das variaveis usadas no DCCR.

Variaveis Valores codificados

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Glicose (g L") 0 0,35 1,20 2,05 2,40
Peptona (g L™ 3,0 3,3 4,0 4,7 5,0

para a realizagdo de um planejamento fatorial completo 22 (DCCR) com 4 pontos axiais e
3 repetigdes no ponto central visando a melhor taxa de degradagao dos HPAs pireno e
BaP (concentragées iniciais de 0,08 mg mL") ap6s 2 dias de cultivo (Tabela 6). A

concentragdo do extrato de malte foi fixada a 25 g L e as demais condicées de cultivo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. SELECAO DO ISOLADO MAIS EFICIENTE

5.1.1. DEGRADAGAO DOS HPAs PIRENO E BaP PELOS BASIDIOMICETOS
DERIVADOS MARINHOS

Os resultados do presente trabalho demonstraram que os trés basidiomicetos
derivados marinhos estudados foram capazes de degradar os HPAs pireno e BaP a
diferentes taxas (Figura 4, A e B, respectivamente). O fungo Marasmiellus sp. CBMAI
1062 foi o mais eficiente, chegando a degradar mais de 90% da quantidade inicial de
ambos os HPAs (0,02 e 0,04 mg mL™ de BaP e pireno, respectivamente) nos primeiros 7
dias de cultivo. Em um estudo com o fungo Aspergillus sp. BAP14, isolado a partir de
sedimentos marinhos, Wu et al. (2009) obtiveram 60% de remocdo de BaP a uma
concentragado inicial de 0,01 mg mL™ ap6s 12 dias de incubagéo, o que pode ser um
indicativo do grande potencial do isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062 em processos de
biorremediacéo. O alto desempenho do género Marasmiellus na degradagéo do poluente
BaP esta descrito na literatura. O isolado M. troyanus TF216-1867 foi capaz de remover
67,5% deste HPA presente em microcosmo de solo (NEMERGUT et al. 2000) e 95% em
meio liquido (WUNCH et al. 1997), a quantidades iniciais de 0,1 mg g™ de solo e 0,02 mg
mL™, respectivamente.

Quanto ao basidiomiceto Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 a degradagdo dos HPAs
foi crescente durante o periodo estudado, atingindo cerca de 50% apds 21 dias.
Entretanto, menores valores de remocao foram observados para Peniophora sp. CBMAI

1063, capaz de degradar cerca de 30% ambos os HPAs.
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Figura 4. Degradacdo dos HPAs pireno (A) e BaP (B) pelos trés basidiomicetos
estudados. Os valores sao médias de triplicatas e as barras verticais demonstram o erro

padrao.

A fim de descartar a hipétese de que o decréscimo de HPAs tenha ocorrido devido
a sua adsor¢ao ao micélio fungico, ensaios com micélio morto foram realizados para cada
um dos trés basidiomicetos estudados. Os resultados mostraram um decréscimo de até
14,9% de pireno e até 18,3% de BaP apo6s 48 h de incubagédo (Tabela 7). Levando em
consideragao estas porcentagens encontradas, observou-se que ambos os HPAs foram
degradados a taxas similares por Marasmiellus sp. CBMAI 1062. Os demais isolados,
Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e Peniophora sp. CBMAI 1063, apresentaram certa
variagdo na degradagdo dos HPAs, sendo o pireno degradado com maior eficiéncia
(Apéndice A). A validagdo do método de extragdo utilizado no presente trabalho foi
realizada por Passarini et al. (2011), onde os resultados demonstraram que foram
recuperados, ja na primeira extragéo, 98% do BaP e 96% do pireno adicionados ao meio
de cultura na auséncia de biomassa microbiana. Desta forma, as porcentagens de pireno
e BaP recuperadas neste trabalho indicam que ocorreu adsorcdo dos HPAs junto a
biomassa. Possivelmente esta adsorcdo seja devida a presenca de uma bainha de

exopolissacarideos (EPS) situada ao redor do micélio. Diversos fungos de degradacao
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branca foram descritos como produtores de EPS, cuja fungdo pode estar ligada a
capacidade do fungo em degradar a lignina (RAGHUKUMAR et al. 2006). Estudos
mostram que enzimas ligninoliticas secretadas ao meio extracelular ficam presas e
concentradas a esta matriz de EPS em alguns fungos (BARASSA et al. 1998,
RAGHUKUMAR et al. 2006, D'SOUZA et al. 2006). A diferenga de recuperacdo entre os
dois HPAs estudados para um mesmo isolado neste experimento pode ser justificada por
suas diferengas fisico-quimicas (JUHASZ & NAIDU 2000).

Ainda que nao despreziveis, as porcentagens de adsorgdo nao invalidam os
resultados de degradacéo obtidos, especialmente no caso de Marasmiellus sp. CBMAI
1062, que apresentou elevadas taxas de degradacao. Além disso, diversos estudos
enfatizam a remocédo de HPAs por adsorgdo como uma opgdo significativa para a
biorremediagcdo (VERMA et al. 2010). No caso dos fungos ligninoliticos, as enzimas
concentradas na matriz de EPS em volta do micélio também contribuem com a

degradacao de HPAs adsorvidos a biomassa (RAGHUKUMAR et al. 2006).
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Tabela 7. Recuperacéo dos HPAs pireno e BaP acrescidos ao micélio morto.

HPA Isolado Fortificagdo Recuperagdo Recuperagio CV

(mgmL") (%) média (%) (%)
86,2
Tinctoporellus sp.
CBMAI 1061 85,7 85,1 1,76
83,4
Pi 89,0
ireno  Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 0,04 89,9 89,1 0,85
88,4
90,6
Peniophora sp.
CBMAI 1063 90,9 90,5 0,51
90,0
814
Tinctoporellus sp.
CBMAI 1061 84,1 81,7 2,71
79,7
BaP 81,5
a Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 0,02 816 81,9 0,94
82,8
83,6
Peniophora sp.
CBMAI 1063 81,6 83,3 1,86
84,7

CV: coeficiente de variagao.

5.1.2. ATIVIDADE ENZIMATICA EM PRESENGA DE HPAs

Os ensaios para a avaliagdo da atividade ligninolitica e os ensaios
correspondentes para a quantificagdo da degradagdo dos HPAs foram conduzidos
separadamente. Contudo, ambos foram preparados e incubados no mesmo momento.
Assim, evitou-se a possivel inibicdo da atividade enzimatica pelo solvente utilizado na
extragdo e a interferéncia de outras variaveis, inerente a condugao de ensaios separados,
foi amenizada. Eibes et al. (2006) testaram a influéncia de diferentes solventes orgéanicos
sobre a atividade enzimatica e encontraram que etanol e metanol causaram diminuicéo da
atividade de MnP. O método de avaliagédo da atividade ligninolitica através de aliquotas
retiradas do meio de cultura antes da extragéo foi descartado, uma vez que a quantidade

de HPA removida seria incerta, o que comprometeria sua quantificagao posterior.
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As atividades de Lacase foram mensuradas utilizando diferentes substratos
(Apéndices B, C e D). Os resultados demonstraram diferencgas significativas na produgéo
desta enzima em relagdo ao substrato utilizado, o que esta de acordo com o descrito na
literatura (LI et al. 2008). As variagbes observadas na taxa de oxidacao dos substratos
podem ser atribuidas as diferengas de potencial redox entre enzima e substrato e a
presenca de diferentes isoenzimas de Lacase (ROBLES et al. 2000). As maiores
atividades de Lacase foram obtidas com o uso de guaiacol como substrato. Os valores
maximos foram de 12,33, 11,20 e 8,15 U L™, em meio contendo pireno, BaP e sem HPA,
respectivamente. Contudo, este substrato apresentou os maiores desvios padrao entre as
réplicas (dados ndo mostrados), um indicativo da possivel instabilidade do mesmo. Todos
os resultados apresentados para atividade de Lacase neste estudo referem-se ao uso do
substrato siringaldazina devido a seu menor desvio padréo observado. A siringaldazina foi
o primeiro substrato para detecgdo da Lacase, descrito por Harkin et al. (1974), e é
atualmente um dos substratos de Lacase mais utilizado e com maior especificidade
(BALDRIAN 2006, SINSABAUGH 2009). O substrato ABTS apresentou valores de
atividade enzimatica similares aos encontrados com siringaldazina, contudo o ABTS é um
substrato com menor especificidade para a atividade da Lacase, detectando outras
enzimas polifenol-oxidases (SINGLA et al. 2010). Além disso, apresentou desvio padréao
superior ao observado entre as réplicas com siringaldazina como o substrato da reagéo
(dados nao mostrados). Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa da Dra.
Lara Sette, que visou avaliagdo de diferentes substratos para a deteccéo da atividade de
Lacase por basidiomicetos (BONUGLI-SANTOS et al. 2010b), o guaiacol foi o substrato
mais sensivel dentre os substratos o-dionisidina, siringaldazina e ABTS. Contudo,
também apresentou grande variagao entre as réplicas. Ambos os substratos sirilgaldazina

e ABTS apresentaram baixa variagdo entre as réplicas, sendo este ultimo o mais sensivel.
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Diferengas na atividade enzimatica de LiP, MnP e Lacase foram observadas
quando os fungos foram cultivados com pireno ou BaP e sem HPA durante o periodo de
estudo. Os resultados da producao de enzimas ligninoliticas na presenca de HPAs para

os trés basidiomicetos derivados marinhos estéo apresentados a seguir:
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Tinctoporellus sp. CBMAI 1061

Em meio contendo pireno, a produgdo de MnP para Tinctoporellus sp. CBMAI
1061 foi a maior em comparacdo aos outros isolados estudados, atingindo 3,93 U L™ apos
21 dias de cultivo. A atividade de MnP, bem como a de Lacase (5,67 U L’ apoés 14 dias)
foram 2,44 e 2,08 vezes maior que o controle, respectivamente. Nestas condigbes de
cultivo, a enzima LiP foi detectada apenas no 7° dia de incubac&o (2,36 U L") (Figura 5).

No meio contendo BaP, apenas as atividades de MnP e Lacase foram detectadas.
A enzima MnP apresentou méaxima producéo no 14° dia de cultivo (0,84 U L), enquanto
que no controle a produgéo maxima (1,61 U L) foi observada no 21° dia de cultivo. As
maiores atividades de Lacase foram detectadas no 21° dia de cultivo para ambas as

condi¢des atingindo 4,00 U L™ em presenca de BaP e 3,12 U L em meio sem HPA

(Figura 5).
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Figura 5. Atividade ligninolitica de Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 ao longo de 7, 14 e 21
dias em diferentes meios de cultivo. Os valores sdo médias de triplicatas e as barras

verticais demonstram o erro padrao.
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Marasmiellus sp. CBMAI 1062

Para o fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062, as atividades de MnP e Lacase foram
significativamente maiores em meio contendo pireno (550 U L' e 7,48 U L,
respectivamente) do que em meio sem HPA (0,42 U L™ e 4,75 U L™, respectivamente).
Apesar da atividade da enzima LiP ter sido maior em comparagao aos outros isolados
estudados (3,90 U L em presenca de pireno e 2,91 U L' em presenca de BaP), sua
produco foi inferior & observada em meio sem HPA (5,13 U L™"). Em meio contendo BaP,
a atividade de MnP e Lacase foram maiores que o controle em alguns periodos de cultivo

(Figura 6), da mesma forma como observado para o fungo Tinctoporellus sp. CBMAI 1061

(Figura 5).
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Figura 6. Atividade ligninolitica de Marasmiellus sp. CBMAI 1062 ao longo de 7, 14 e 21
dias em diferentes meios de cultivo. Os valores sdo médias de triplicatas e as barras

verticais demonstram o erro padrao.
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Peniophora sp. CBMAI 1063

Os menores valores de atividade das enzimas peroxidades MnP e LiP foram
observados para o isolado Peniophora sp. CBMAI 1063. Para este isolado, a atividade de
MnP chegou a 1,51 e 0,79 U L' em presenca de pireno e BaP, respectivamente,
enquanto que a atividade de LiP foi nula. Contudo, a producéo de Lacase chegou a
9,44 U L', com pico de produgdo no 14° dia em meio contendo pireno. Em presenca
deste HPA, as atividades de MnP e Lacase foram superiores em comparagao ao controle,
conforme observado também para Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e Marasmiellus sp.

CBMAI 1062 (Figura 7).
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Figura 7. Atividade ligninolitica de Peniophora sp. CBMAI 1063 ao longo de 7, 14 e 21
dias em diferentes meios de cultivo. Os valores sdo médias de triplicatas e as barras

verticais demonstram o erro padrao.
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O perfil de atividade das enzimas MnP e Lacase nos trés periodos de estudo
apresentado pelo fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062 é bastante similar aquele
observado para Tinctoporellus sp. CBMAI 1061, sendo que Marasmiellus sp. CBMAI 1062
foi capaz de produzir quantidades maiores das enzimas ligninoliticas estudadas.

Os resultados das atividades enzimaticas na presenca de pireno e BaP mostram
que os HPAs podem ter induzido a atividade enzimatica em alguns periodos estudados,
especialmente de MnP e Lacase. Em meio contendo pireno, com exce¢éo da producéo de
LiP pelos fungos Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e Peniophora sp. CBMAI 1063, as
enzimas estudadas apresentaram atividade significativamente maior do que em meio
contendo BaP e do que o controle sem HPA. Quando os fungos foram cultivados em meio
controle, os picos de produgdo da enzima MnP, além de menores, foram detectados no
21° dia de cultivo. Em presenga de BaP o pico foi detectado no 14° dia e em meio
contendo pireno as maiores produgcbes foram detectadas no 7° dia para o fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 e 21° dia para Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e
Marasmiellus sp. CBMAI 1062. Para a enzima Lacase, os picos de produgdo foram
detectados no 14° dia de cultivo em meio contendo pireno e no 21° em meio contendo
BaP. Com relagdo a enzima LiP, apenas os fungos Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foram capazes de produzi-la em meio contendo HPA,
sendo o pico de produgao detectado no 7° dia de cultivo em meio contendo pireno e no
14° dia de cultivo em meio contendo BaP para ambos os fungos.

A deteccao de picos de atividade ligninolitica no 14° e 21° dias de cultivo para a
maior parte dos ensaios (com e sem HPA), pode estar relacionada com a baixa
concentragdo de nutrientes, visto que a deplegéo de nitrogénio, por exemplo, € um dos
fatores que estimulam a producdo de enzimas ligninoliticas (KEYSER et al. 1978,
CAJTHAML et al. 2008), o que pode ter ocorrido apds dias de crescimento e consumo do

meio de cultivo pelos isolados estudados.
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5.1.3. BIOMASSA

Visando avaliar a influéncia dos HPAs pireno e BaP no crescimento micelial dos
basidiomicetos estudados, a biomassa fungica foi determinada ap6s 24, 48 e 72 h de
incubacgédo dos isolados, isto €, durante a formagao da biomassa inicial, e ap6s a adigao
dos HPAs pireno e BaP ao meio de cultivo (7°, 14° e 21° dias de cultivo).

O isolado Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 apresentou grande aumento de
biomassa nas primeiras 72 h, chegando a 3,38 mg mL™, porém o crescimento micelial
estabilizou e ndo ultrapassou 3,79 mg mL™" ap6s a adicdo do HPA pireno (21° dia de
cultivo) (Figuras 8 e 9 A). Em contrapartida, Marasmiellus sp. CBMAI 1062, que registrou
o menor aumento de biomassa inicial (1,54 mg mL™ apés 72 h), foi o basidiomiceto que
apresentou maior crescimento micelial durante os 7°, 14° e 21° dias de incubagéo,
chegando a 8,19 e 7,99 mg mL™", em presenca de pireno e BaP, respectivamente (Figuras
8 e 9 B). Além do maior crescimento micelial, este basidiomiceto também apresentou as
maiores porcentagens de degradagédo dentre os trés fungos estudados e de maneira
geral, maiores atividades das enzimas ligninoliticas. O isolado Peniophora sp. CBMAI
1063 apresentou um pequeno aumento de biomassa apds a adicdo dos HPAs, atingindo
2,17 mg mL™ nas primeiras 72 h de incubagdo e chegando a 2,45 e 2,39 mg mL" ap6s a

adicéo de pireno e BaP, respectivamente (Figuras 8 e 9 C).
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Figura 8. Crescimento micelial de Tinctoporellus sp. CBMAI 1061, Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 e Peniophora sp. CBMAI 1063 durante a formag&o da biomassa inicial. Os

valores sao médias de triplicatas e as barras verticais demonstram o erro padrao.

Como observado nos resultados apresentados na Figura 9, a presengca dos HPAs
pireno e BaP nao interferiu negativamente no crescimento dos isolados. Os
basidiomicetos cultivados na presenca e auséncia dos HPAs apresentaram biomassas
semelhantes, com exce¢do do basidiomiceto Marasmiellus sp. CBMAI 1062, que

apresentou maior crescimento micelial em presenca dos HPAs.
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Figura 9. Crescimento micelial de (A) Tinctoporellus sp. CBMAI 1061, (B) Marasmiellus
sp. CBMAI 1062 e (C) Peniophora sp. CBMAI 1063 apés 7, 14 e 21 dias em diferentes
meios de cultivo. Os valores sdo médias de triplicatas e as barras verticais demonstram o

erro padréo.

5.1.4. ATIVIDADE ENZIMATICA ANTES DA ADIGAO DOS HPAs

Todos os basidiomicetos estudados, em especial o isolado Marasmiellus sp.
CBMAI 1062, foram capazes de degradar os HPAs apds 7 dias de cultivo. Visando a
quantificagdo das enzimas ligninoliticas presentes no meio de cultivo antes da adigdo dos
HPAs, sua determinagao foi realizada apds 24, 48 e 72 h de incubagéo.

Os resultados revelaram que os trés basidiomicetos derivados marinhos
produziram enzimas ligninoliticas antes da adi¢do dos HPAs pireno e BaP ao meio de
cultivo. Dentre as enzimas estudadas, a Lacase foi a mais produzida pela biomassa
inicial de Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e Marasmiellus sp. CBMAI 1062 (6,71 e

7,33 U L), que também produziram quantidades similares de MnP (1,52 e 1,84 U L") e
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LiP (1,23 e 1,27 U L") ao final de 72 h de incubac&o (Figura 10). A biomassa inicial de
Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou maior atividade de MnP (0,96 U L") do que das
enzimas LiP e Lacase (0,51 e 0,17 U L, respectivamente) (Figura 10).

De acordo com os graficos apresentados na Figura 10, a producao de enzimas
ligninoliticas durante a formag&o da biomassa inicial foi crescente para a maioria das
enzimas estudadas, em especial a Lacase produzida por Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e a MnP produzida pelo fungo Peniophora sp. CBMAI

1063.
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Figura 10. Producao de LiP, MnP e Lacase pelos basidiomicetos (A) Tinctoporellus sp.
CBMAI 1061, (B) Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e (C) Peniophora sp. CBMAI 1063
durante a formagéo da biomassa inicial. Os valores sdo médias de triplicatas e as barras

verticais demonstram o erro padrao.

A producdo enzimatica, principalmente de Lacase, logo nas primeiras 72 h de

incubagdo em meio extrato de malte confirma o carater ligninolitico dos trés
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basidiomicetos recuperados de amostras marinhas e demonstra o potencial
biotecnologico dos mesmos para produgéo das enzimas LiP, MnP e Lacase.

As Lacases tém sido objeto de intensa pesquisa nas ultimas décadas devido a sua
baixa especificidade ao substrato e facilidade de obtencdo e manipulagdo, o que
consequentemente possibilita uma ampla aplicagédo tecnoldgica (ASGHER et al. 2008).
Recentemente, seu uso estendeu-se das industrias de papel e celulose, onde sao
utilizadas para delignificagédo e branqueamento da polpa em substituicdo ao uso de
compostos clorados, para aplicagbes na industria alimenticia, em processos que
melhoram a aparéncia de alimentos e bebidas. Seu papel na descoloragao de efluentes
oriundos de industrias téxteis também tem sido destacado em estudos diversos (ASGHER
et al. 2008, MACIEL et al. 2010). Devido a sua estrutura quimica, os corantes sao
resistentes ao desbotamento por exposicdo a luz, a agua e a diferentes produtos
quimicos, e muitos deles sdo de dificil degradagdo devido a sua origem sintética
(FORGACS et al. 2004). Dentre outros compostos toxicos degradados pelas Lacases
estdo herbicidas, pesticidas, explosivos, HPAs, dentre outros compostos fenodlicos e
clorados (POITING 2001, KUNAMNENI et al. 2007). Estas enzimas também tém sido
usadas como biocatalizadores em processos de sintese organica e como agente oxidante
na industria de cosméticos, em substituicdo ao H,O,. Mais recentemente, a Lacase tem
sido foco de estudos bioeletroquimicos devido a sua capacidade de catalisar a
transferéncia de elétrons sem a necessidade de um co-fator (COUTO & HERRERA 2006,
KUNAMNENI et al. 2007). As peroxidases LiP e MnP também possuem ampla aplicagéo
biotecnologica em diferentes setores. A enzima MnP tém sido utilizada para produgéo de
aromas naturais, branqueamento na industria de papel e celulose e degradagao de HPAs,
corantes téxteis, DDT, PCB e TNT. Enquanto que a aplicagéo da LiP esta associada a
industria cosmética e a degradagdo de uma ampla variedade de xenobidticos (MACIEL et

al. 2010).
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5.1.5. DEGRADAGAO DE HPAs, ATIVIDADE ENZIMATICA E BIOMASSA

A produgéo enzimatica nas primeiras 72 h de cultivo mostrou nao ter relagdo com
o crescimento micelial, pois as maiores atividades de Lacase e MnP foram registradas
para Marasmiellus sp. CBMAI 1062, que apresentou biomassa comparativamente menor
em relagdo a biomassa dos fungos Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 (55%) e Peniophora
sp. CBMAI 1063 (29%) (Figuras 8 e 10).

Os resultados de produgdo enzimatica sugerem que, na presenca do HPA pireno,
pode ter havido indugdo da produgdo das enzimas ligninoliticas, uma vez que foi
observada uma maior atividade destas enzimas em comparagdo aos experimentos
controle (Figuras 5, 6 e 7). Ap6s a adicao dos HPAs ao meio de cultivo, os basidiomicetos
apresentaram aumento de crescimento micelial em relacdo a biomassa alcangada nas
primeiras 72 h sem adigcdo de HPAs, especialmente Marasmiellus sp. CBMAI 1062, o que
demonstra a capacidade de proliferagdo na presenga destes compostos. Em adi¢ao, na
presenca de HPA, este fungo apresentou biomassa maior que a do controle sem HPA
(Figura 9).

Embora os basidiomicetos Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 e Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 tenham apresentado valores similares de atividade ligninolitica, tanto
durante as primeiras 72 h quanto ap6s a adi¢do pireno e BaP (Figuras 5, 6 e 10), a
capacidade de degradacao dos HPAs estudados diferiu substancialmente (Figura 4 A e
B). Por outro lado, o isolado Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou as menores
porcentagens de degradacéo dos HPAs pireno e BaP e foi o isolado que produziu as
menores quantidades das enzimas ligninoliticas, com exceg¢éo da Lacase na presenca de
pireno (Figuras 4 A e B, 7 e 10). Este isolado também apresentou uma menor biomassa
apoés 7, 14 e 21 dias de cultivo em meio com e sem HPAs (Figura 9 C).

Para nenhum dos trés basidiomicetos estudados as porcentagens de degradagéo

dos HPAs pireno e BaP apresentaram correlagdo com a atividade ligninolitica, o que pode
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também ser observado em outros estudos (DHAWALE et al. 1992, VERDIN et al. 2004, LI
et al. 2010). Os estudos conduzidos por Li et al. (2010) mostraram que a atividade de
Lacase produzida pelo basidiomiceto Pleurotus eryngii ndo possuia correlagdo com as
taxas de degradacédo dos HPAs BaP e antraceno. No presente trabalho, o fungo
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foi capaz de degradar em mais de 90% ambos os HPAs
nos primeiros 7 dias de cultivo (Figura 4 A e B). Entretanto, de maneira geral os picos de
producao enzimatica foram observados apds o 14° e 21° dias de cultivo na presenga dos
HPAs, com exeg¢ao da LiP que apresentou pico de produgao no 7° dia de cultivo, na
presenca de pireno (Figura 6). Cabe ressaltar, porém, que no momento da adicdo dos
HPAs (ap6s 72 h de cultivo), as trés enzimas estudadas foram detectadas, sendo a
Lacase em maiores quantidades (Figura 10 B), o que pode ter contribuido com a elevada
porcentagem de degradagao nos primeiros 7 dias.

A biotransformagdo de HPAs é um processo complexo, com diversas etapas e
sujeito a agao de vérias enzimas, podendo assumir rotas diferentes dependendo do grupo
de micro-organismo e da espécie (HARMS et al. 2011). Os resultados apresentados
sugerem que as trés enzimas ligninoliticas podem nao ser as unicas envolvidas na
degradacgao do pireno e BaP pelos basidiomicetos marinhos.

Tendo em vista a maior porcentagem de degradagao dos HPAs pireno e BaP pelo
fungo derivado marinho Marasmiellus sp. CBMAI 1062, bem como seu maior crescimento
micelial na presenca dos HPAs estudados e a produgao das enzimas ligninoliticas, tanto
nas primeiras 72 h de cultivo sem HPAs quanto apdés sua adigdo, este isolado foi
selecionado para a condugéo dos estudos subsequentes referentes a degradagao dos
HPAs ao longo de 7 dias, avaliagdo dos metabdlitos gerados e avaliagéo da influéncia de

diferentes fatores sobre a degradagao, visando a otimizagao do processo.
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5.2. ISOLADO SELECIONADO: Marasmiellus sp. CBMAI 1062
5.2.1. DEGRADAGAO AO LONGO DE 7 DIAS

Tendo em vista a avaliagédo e o melhor conhecimento do processo de degradagéo
pelo basidiomiceto Marasmiellus sp. CBMAI 1062 durante os 7 primeiros dias de cultivo, a
quantificagdo da degradagao dos HPAs foi realizada apés 1, 3, 5 e 7 dias de cultivo.

Os resultados demonstraram que apo6s 24 h, 79,4% dos 0,02 mg mL™" iniciais de
BaP ja haviam sido degradados, atingindo no final de 7 dias 97,2% de degradagdo. Com
relagdo ao pireno, a degradagao ocorreu de forma mais lenta, iniciando com 18,5% dos
0,04 mg mL" iniciais ap6s 24 h e atingindo 92,8% ap6s 7 dias (Figura 11). A taxa inicial
de degradacgéo nao foi maior para o composto com menor numero de anéis, ou seja, de
menor massa molecular, conforme reportado na literatura (WANG et al. 2009). Estes
resultados podem estar relacionados com a toxicidade do BaP, o que poderia ter
demandado uma maior degradagdo deste composto nos primeiros 7 dias pelo fungo

estudado, como uma estratégia de sobrevivéncia.
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Figura 11. Degradagdo dos HPAs pireno e BaP por Marasmiellus sp. CBMAI 1062 ao
longo de 7 dias. Os valores sdo médias de triplicatas e as barras verticais demonstram o

erro padréo.
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5.2.2. CONSUMO DE PIRENO E BaP EM MEIO MINERAL

Visando avaliar a degradagéo de pireno e BaP, o consumo de ambos como fontes
de carbono e a atividade ligninolitica durante o processo degradativo, a biomassa inicial
do fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062 (obtida apds 72 h de cultivo em meio MB2) foi
lavada e inoculada em meio mineral liquido contendo os respectivos HPAs.

Apds 7 dias de cultivo em meio mineral contendo HPA, o basidiomiceto apresentou
elevadas taxas de degradagéo, aumento de biomassa e atividade das enzimas LiP, MnP
e Lacase. A biomassa atingida em presengca dos HPAs pireno e BaP foi superior ao
controle sem qualquer fonte de carbono adicional (Figura 12), sugerindo, juntamente com
os resultados de degradagéo de 79,9 e 95,2%, respectivamente, o consumo, ao menos
em parte, dos HPAs e/ou de seus produtos de degradagcdo como fontes de carbono e
energia. O cultivo prévio por 72 h em meio MB2 promoveu o crescimento celular,
aumentando a degradacao posterior dos HPAs. Segundo Shan (2009), o cultivo prévio de
biomassa na presenca de uma fonte de carbono adicional também caracteriza um
processo co-metabdlico. Se forem fornecidos exclusivamente HPAs de alta massa
molecular como fonte de carbono e energia, a energia disponivel para as reagdes inicias
podem n&o ser suficientes para seu crescimento. Um segundo efeito da fonte adicional de
carbono é a atuagéo como co-substrato no metabolismo de xenobibticos pela indugao de
certas vias enzimaticas que tanto a fonte de carbono quanto o substrato ndo consumivel
podem compartilhar (CERNIGLIA & SUTHERLAND 2010). A via co-metabdlica é de
extrema importancia em processos de biorremediagdo pois uma vez que as enzimas
degradadoras de HPAs sejam induzidas por estimulos nutricionais e fagam parte de seu
metabolismo secundario poderdo atuar independentemente da natureza e concentragéo

do hidrocarboneto a ser degradado (BENNETT & FAISON 1997).
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Figura 12. Massa micelial obtida em meio mineral sem fonte de carbono adicional, na
presenca de pireno e BaP e em meio MB apés 7 dias de cultivo. Os valores sdo médias
de ftriplicatas e as barras verticais demonstram o erro padréo. Letras diferentes

apresentam diferencas significativas ao nivel de p<0,05 (Teste de Tukey).

As atividades das enzimas LiP, MnP e Lacase foram registradas em meio mineral
sem fonte de carbono adicional e na presenca de pireno e BaP (Figura 13). A atividade de
Lacase teve aumento significativo na presenga dos HPAs, como também observado nos
experimentos de selegcdo do fungo com melhor capacidade de degradacao (item 5.1.2.).
Estes resultados sugerem mais uma vez a indugdo de sua atividade pelos HPAs,
indicando a participagao desta enzima na degradacao do pireno e BaP por Marasmiellus

sp. CBMAI 1062.
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Figura 13. Produgdo de enzimas ligninoliticas em meio mineral sem fonte de carbono
adicional, na presenca de pireno e BaP e em meio MB ap6s 7 dias de cultivo. Os valores
sdo médias de triplicatas, exceto o valor (*) em que apenas uma réplica foi considerada.
As barras verticais demonstram o erro padréo. Letras diferentes apresentam diferencas

significativas ao nivel de p<0,05 (Teste de Tukey).

Ap6s 72 h de cultivo em meio MB2, a biomassa inicial também foi lavada e
inoculada em novo meio MB2 por 7 dias, a fim de se comparar o crescimento micelial e a
atividade ligninolitica com os valores obtidos em meio mineral. Os resultados mostraram
que o extrato de malte a 2% € um forte indutor da atividade de Lacase bem como uma
rica e facilmente acessivel fonte de carbono e energia. O fungo Marasmiellus sp. CBMAI
1062 cresceu até 4 vezes mais e produziu até 6,9 vezes mais Lacase em meio MB2 do
que em meio mineral (Figuras 12 e 13). Os resultados obtidos em meio mineral também
séo inferiores aos observados na etapa de selacao dos trés basidiomicetos estudados

(tens 5.1.2., 5.1.3. € 5.1.4.).
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5.2.3. IDENTIFICAGAO DOS METABOLITOS FORMADOS DURANTE A
DEGRADAGAO DOS HPAS

A degradagdo biologica de HPAs geralmente é incompleta, resultando na
producao e acumulo de produtos intermediarios. A determinacao das vias metabdlicas de
degradagao dos HAPs pode ajudar a prever o destino desses compostos no ambiente e
elucidar a perda de sua toxicidade (JUHASZ et al. 1997). Desta forma, os produtos
formados pela degradac&o dos HPAs pireno e BaP pelo isolado Marasmiellus sp. CBMAI
1062 foram investigados. Sob as condigbes experimentais deste estudo, foram
identificados 4 metabdlitos (Tabela 8), todos eles resultantes da degradacdo do pireno
(Figura 15). Os metabdlitos foram detectados apdés 5 e 15 dias de cultivo, sendo sua
abundancia menor no 15° dia. Os demais picos observados nas Figuras 14 e 15 néao

puderam ser identificados.

Tabela 8. Identificagdo dos metabdlitos da degradagdo de pireno pelo basidiomiceto
Marasmiellus sp. CBMAI 1062: tempo de retencdo e caracteristicas da espectrometria de
massas.

Metabolito tr (min) moII::uIar confill'r(:Inasggg (m/z) Cs?:;‘:ﬁcsilo C:::g:;tlo
1 38,521 218 189 1-hidroxipireno pireno
I 40,987 236 218, 189, 176 pirenodihidrodiol pireno
1} 42 117 236 218, 189, 176 pirenodihidrodiol pireno
v 44,019 234 176, 218, 189 dihidroxipireno pireno
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A analise dos perfis cromatograficos, principalmente aqueles obtidos pelo modo
SIM (Anexos A, B e C), permitiu somente a sugestédo da identidade dos compostos
(Tabela 8), uma vez que nao foram utilizados padrdes analiticos para sua confirmagéo. O
metabolito | possui ion molecular (M*) de m/z 218 e um ion fragmento de m/z 189,
resultante da perda de um grupo —CHO. Este foi o metabdlito identificado mais abundante
e seu padrao de espectro de massas é caracteristico do composto hidroxipireno. A
posicédo do grupo hidroxila ndo foi determinada, contudo o produto 1-hidroxipireno tem
sido descrito como um metabdlito do pireno pela degradagéo fungica (LANGE et al. 1994,
CERNIGLIA & SUTHERLAND 2010). Os metabdlitos Il e lll possuem ion molecular (M*)
de nm/z 236 e pico base de m/z 218. Este perfil representa a perda de uma unidade de
H,O (M* - 18). ions fragmentos de m/z 189, m/z 176 e m/z 94 também foram detectados.
O padrdao do espectro de massas obtido sugere que os metabdlitos Il e Ill sejam
dihidrodiois. Os dois picos identificados possivelmente correspondem a diferente posigao
de clivagem do anel (JUHASZ et al. 1997). O metabdlito IV possui ion molecular (M*) de
m/z 234 e ions fragmentos de m/z 205 (M* - COH) e m/z 176 (M" - 2COH). O padrao do
espectro de massas obtido sugere que o metabdlito IV seja o dihidroxipireno (LAMBERT
et al. 1994). A posigdo dos grupos hidroxila ndo foi determinada. Cabe ressaltar que
nenhum destes metabdlitos foi detectado no controle experimental sem HPA.

Os metabdlitos |, Il, Il e IV identificados sugerem a degradagédo do pireno pelas
mono-oxigenases do sistema CYP e pela atividade das epdxido hidrolases (Figura 16).
Mesmo fungos produtores de enzimas ligninoliticas sédo capazes de metabolizar HPAs por
esta via, também encontrada em bactérias e mamiferos (CERNIGLIA & SUTHERLAND
2010, CHIGU et al. 2010, SYED et al. 2010). O pico caracteristico da formagéo de
quinonas, principais metabdlitos da rota ligninolitica, ndo foi detectado. Isto pode ser
resultado da baixa concentracao destes compostos, uma vez que experimentos anteriores

sugeriram a participagdo da enzima Lacase, capaz de oxidar os HPAs gerando acumulo
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de quinonas (Figura 3) (CERNIGLIA & SUTHERLAND 2010). Tampouco foi observado o
padrao do espectro de massas correspondente ao pirenilsulfato, que indicaria a atividade

de enzimas de conjugagao (SUTHERLAND 1992).
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Figura 16. Vias propostas para o metabolismo inicial de pireno por duas linhagens do

basidiomiceto Crinipelis stipitaria. Adaptado de LANGE et al. 1994.

Provavelmente devido as baixas concentracées dos demais compostos, o método
operacional Full Scan somente foi capaz de identificar o pico cromatografico
correspondente ao ion molecular de m/z 218 (tg=38,548), identificado como
1-hidroxipireno pela biblioteca do programa computacional NIST MS SEARCH versao 2.0.
Diferentemente do método Full Scan, o modo operacional SIM funciona como um detector

seletivo altamente sensivel, pois sdo monitorados somente os ions selecionados no
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aparelho. Em vista disso, ha aumento no valor da razao sinal/ruido e picos antes nao
detectados pelo modo Full Scan passam a ser identificados (ROBARDS et al. 1994).

Embora analisados sob as mesma condi¢gdes, nenhum dos intermediarios da
degradacao do BaP teoricamente esperados puderam ser detectados, possivelmente
devido a sua baixa concentragao.

Os metabolitos formados pela biotransformagdo do pireno encontrados neste
estudo foram reportados como produtos de degradacédo deste HPA por diversos fungos,
incluindo o género Marasmiellus (LANGE et al. 1994, WUNDER et al. 1994, LANGE et al.
1996, SACK et al. 1997). Lange et al. (1996) mostraram que o isolado Marasmiellus
ramealis JK 314 degradou até 76,5% de pireno produzindo os metabdlitos 1-hidroxipireno,
1-pirenilsulfato, 1,6-hidroxipireno, 1,6-pirenoquinona e trans-43-dihidro-4,5-dihidroxipireno
apdés 14 dias de incubagdo. Compostos dihidroxi, dihidrodiois, epdxidos e quinonas
derivados de pireno também foram descritos para a via metabdlica de degradacéo por
bactérias, como as do género Mycobacterium (KANALY & HARAIAMA 2000, LIANG et al.
2006, PENG et al. 2008).

Os metabdlitos derivados da degradagéo inicial de HPAs s&o frequentemente mais
téxicos a muitos organismos que o composto parental (SUTHERLAND 1992) e alguns
podem ser de dificil degradacédo (HWANG et al. 2001). Além disso, sua maior solubilidade
tem como consequéncia o aumento de sua mobilidade através dos tecidos e do ambiente.
O 1-hidroxipireno, o principal metabdlito do pireno, foi descrito como altamente tdxico e
genotoxico (HAUSER et al. 1997) e mostrou maior toxicidade a alguns organismos que
seu composto de origem (LAMBERT et al. 1994). Da mesma forma, o metabdlito
benzo[a]pireno 7,8-dihidrodiol foi descrito como mais carcinogénico que seu composto
parental. A ativagdo metabdlica deste dihidrodiol por microssomos do figado de
camundongos resultou em maior forga de ligagdo ao DNA do que aquela observada pela

ativagcao metabodlica do BaP (KAPITULNIK et al. 1977). O composto (+)-benzo[a]pireno-
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7,8-diol-9,10-epdxido € altamente mutagénico a células de procariotos e eucariotos e foi
considerado carcinogénico para roedores (HODGSON & ROSE 2010). Além disso,
embora os HPAs sejam rapida e extensivamente oxidados por fungos de degradagao
branca, sua quantidade mineralizada a CO, é bastante limitada. Estudos mostram que de
0,17 a 19% de BaP marcado é recuperado como "“CO,, sendo os metabdlitos polares os
maiores produtos de oxidagédo (BEZALEL et al. 1996, BOGAN & LAMAR 1996).

Contudo, cabe ressaltar que a biotransformacéo inicial de um composto pode abrir
caminho ao ataque subsequente por outros organismos (KECK et al. 1989). A
incapacidade de atravessar a parede bacteriana torna os HPAs pouco biodisponiveis a
seu ataque, sendo este o maior fator limitante de sua degradagao por bactérias (HAMMEL
et al. 1986). O aumento da biodisponibilidade apresentado por metabdlitos oxidados
sugere que estes compostos possam ser mais facilmente mineralizados por bactérias. Em
um estudo com o fungo basidiomiceto Bjerkandera sp. BOSS55, até 8,5% de “C-BaP foi
recuperado como '“CO,, e até 73% como metabdlitos polares. Apos adicdo de microflora
nativa ao meio de cultivo com BaP oxidado em seu 15° dia de incubagdo, ocorreu um
rapido aumento no nivel de "*CO, recuperado, chegando a 34% apds cerca de 200 dias.
Em meio de cultivo com fungo n&o inoculado com a microflora a recuperacdo de CO,
chegou a 13,5% (KOTTERMAN et al. 1998).

Em adigdo, os metabdlitos formados inicialmente, como fendis e dihidrodiois,
podem ser detoxificados através da conjugagcdo com outras moléculas. Os conjugados
produzidos por fungos incluem sulfatos, glicosideos, glucoronideos e xilosideos
(SUTHERLAND 1992). Estes conjugados sédo geralmente mais sollveis em agua que o
composto de origem e podem ser excretados do organismo. Portanto, os estudos citados
sugerem que os fungos sdo capazes de promover a detoxificagdo de HPAs e, em

colaboragdo com outros micro-organismos, conduzem a sua mineralizagéo.
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As possiveis estratégias de biorremediagao usadas ap6s um derramamento de
6leo em ambiente marinho, por exemplo, podem ser divididas em trés tipos:
(I) biorremediagcéo intrinseca, que ocorre com o passar do tempo e na auséncia de
intervencdo humana; (1) bioestimulagao, que consiste na modificagdo da concentracao de
nutrientes, da oxigenagao, temperatura, pH, entre outros, visando aumento das taxas de
biodegradagao naturais; (Ill) bioaumento, que requer adicdo de uma microbiota Oleo-
degradante para completar a capacidade de degradagdo das populagdes nativas
(TEIXEIRA 2010).

As técnicas bioldégicas que empregam a adicdo de micro-organismos exogenos
devem ser analisadas criteriosamente devido, principalmente, aos riscos ambientais que a
insercdo de um micro-organismo ndo nativo pode gerar. O emprego desta técnica
depende, primeiramente, da concordancia e da autorizagdo de érgdos governamentais e
de agéncias de fiscalizagao ambiental, como a Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB) do Estado de Sdo Paulo. No Brasil, mais especificamente no Estado
de Sao Paulo, esta técnica s6 foi reconhecida legalmente nos ultimos anos, através de
publicagdo em 22 de junho de 2007 (Decisao de Diretoria (DD) n° 103/2007/C/E) segundo
aqual "... A utilizagado de micro-organismos aléctones nos sistemas de remediag&o devera
seguir as normas técnicas CETESB e as legais pertinentes..." (CETESB 2007a). Dentre
as normas a serem seguidas, destaca-se a norma técnica da CETESB n° L1.022, de
junho de 2007, que trata sobre o uso de produtos biotecnologicos, constituidos de micro-
organismos, destinados ao tratamento de efluentes liquidos, de residuos solidos e a
remediacdo de solos e aguas. Estes produtos devem estar registrados no Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e ter sua
aplicagdo no meio ambiente acompanhada por um programa de monitoramento

previamente submetido a aprovagao da CETESB (CETESB 2007b).
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Os resultados de degradacao obtidos no presente trabalho, juntamente com a
identificagdo de alguns dos metabdlitos formados durante o metabolismo do pireno pelo
fungo derivado marinho Marasmiellus sp. CBMAI 1062, demonstram a importancia deste
organismo nas etapas iniciais de degradacao dos HPAs pireno e BaP. Em adi¢do, por
este isolado ter sido recuperado do ambiente marinho, o0 mesmo pode apresentar

vantagens bioldgicas quando utilizados em ambientes ou processos salinos.

5.2.4. INFLUENCIA DAS CONDIGOES DE CULTIVO SOBRE A DEGRADAGAO

O delineamento experimental foi usado neste estudo para avaliar a influéncia de
algumas variaveis sobre o processo de degradagao dos HPAs pireno e BaP pelo isolado
Marasmiellus sp. CBMAI 1062. O crescimento micelial e a producdo de enzimas

ligninoliticas também foram determinados.

Plackett-Burman (PB)

O modelo matemético de planejamento fatorial de Plackett-Burman contendo 15
ensaios foi inicialmente usado para avaliagao da influéncia de oito variaveis (Tabela 9).

A faixa de temperatura estudada variou de 22 a 28 °C, compreendendo a média
anual da temperatura da agua do mar em S&o Sebastido, Sao Paulo, de
aproximadamente 23 °C. Em adigdo, tendo em vista a adaptagdo de crescimento dos
fungos derivados marinhos sob condi¢cbes salinas e alcalinas, como as de 34,5 ppm e pH
8,2 registradas para o local e época da coleta do isolado (informag¢des cedidas pelo
CEBIMar/USP), as faixas de pH e salinidade escolhidas foram de 7,0 a 9,0 e de 21 a 35
ppm, respectivamente (Tabela 4). As variaveis pH e salinidade visaram ndo s6 a
avaliagdo do desempenho do isolado em condi¢des similares a seu habitat, como também
sua aplicacdo em ambientes ou processos salinos, como a biorremediacdo de ambientes

marinhos impactados e tratamento de efluentes téxteis. Em relagcédo aos nutrientes do



meio de cultivo, foram avaliados os efeitos das concentragdes iniciais de quatro fontes de
carbono e nitrogénio: glicose, peptona e extrato de levedura, componentes do meio B&K,
utilizado em estudos de degradacao de poluentes ambientais por fungos marinhos
(D’ SOUZA et al. 2006), e extrato de malte, utilizado anteriormente neste trabalho
(Tabela 4). Para a determinag&o do efeito da concentragcao dos HPAs, solugdes de cada
HPA foram separadamente adicionadas ao meio liquido apdés 72 h de incubagao,
resultando em uma concentracao final de 0,02, 0,04 e 0,06 mg mL™" de BaP e 0,04, 0,06 e
0,08 mg mL" de pireno. Tais concentragdes iniciais foram aumentadas a fim de se
verificar o desempenho do isolado incubado sob condigdes mais proximas as reportadas

em estudos anteriores (ZANG et al. 2007, ACEVEDO et al. 2010, TING et al. 2010).

60



Tabela 9. Planejamento experimental do tipo Plackett-Burman para avaliagéo da influéncia de 8 fatores sobre o processo de degradacéo e

crescimento do isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062 apds 7 dias de cultivo.

Extrato Extrato de Meio contendo Pireno Meio contendo BaP
Ensaio Temperatura pH Salinidade Glicose de Peptona Levedura HPA - ) ; )

Malte Degradacdo Biomassa Degradacdo Biomassa

(%) (mg mL") (%) (mg mL")
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 459 5,0 82,6 12,4
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 48,9 2,2 85,6 3,8
& -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 91,0 3,4 99,0 6,0
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 86,2 8,4 92,8 11,2
5 + +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 96,7 13,6 90,2 16,0
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 82,4 4.6 99,1 13,4
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 93,7 7,0 98,9 9,0
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 494 4.4 94,8 8,8
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 62,7 7,8 97,2 6,8
10 gl -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 99,2 16,4 98,4 4,0
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 69,2 24 96,1 6,2
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 52,8 2,0 85,4 2,4
13 0 0 0 0 0 0 0 0 66,6 6,8 98,6 9,8
14 0 0 0 0 0 0 0 0 67,3 7,4 98,3 9,4
15 0 0 0 0 0 0 0 0 69,0 6,2 97,6 9,5
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As analises mostraram que a salinidade n&o interferiu de maneira significativa na
degradacao do pireno e BaP (Tabelas 10 e 11, respectivamente). Os trés maiores valores
de degradacéo de BaP (ensaios 3, 6 e 7, destacados em cinza na Tabela 9) foram
alcangcados em meio com 35 ppm de salinidade e pH 9,0, o que demonstra a capacidade
do isolado em tolerar e degradar de modo eficiente este HPA em condicbes mais
extremas. Nos experimentos contendo pireno, elevados valores de degradagao também
foram observados (ensaios 5, 7 e 10, destacados em cinza na Tabela 9), inclusive nestas
condigdes de salinidade e alcalinidade (ensaio 7). O pH e a temperatura apresentaram
efeitos positivos sobre sua degradagcdo, enquanto que a concentragdo do HPA

demonstrou efeito negativo (Tabela 10).

Tabela 10. Niveis das variaveis e analise estatistica do delineamento de Plackett-Burman
sobre o processo de degradagao do pireno.

Fator Nivel inferior Nivel superior Erro

1 +1 Efeito Padrio p-valor
Temperatura (°C) 22 28 6,7500 2,7531 0,0497°
pH 7 9 14,2833 2,7531 0,0020°
Salinidade (ppm) 21 35 3,1833 2,7531 0,2915
Glicose (g L) 5 15 -0,4833 2,7531 0,8664
Extrato de a
Malte (g L") 5 15 14,1167 2,7531 0,0022
Peptona (g L'1) 0 2 18,1167 2,7531 0,0006°
Extrato de
Levedura (g L") 0 2 5,0167 2,7531 0,1182
Pireno (mg mL™) 0,04 0,08 - 26,8500 2,7531 0,0001°

? indica as variaveis de efeito significativo a p<0,1.

b2



Tabela 11. Niveis das variaveis e analise estatistica do delineamento de Plackett-Burman sobre
o processo de degradacao do BaP.

Fator Nivel inferior Nivel superior Erro

» +1 Efeito Padrio p-valor
Temperatura (°C) 22 28 - 3,7833 2,0219 0,1105
pH 7 9 2,9500 2,0219 0,1948
Salinidade (ppm) 21 35 2,3833 2,0219 0,2831
Glicose (g L") 5 15 -0,1833 2,0219 0,9307
Extrato de a
Malte (g L) 5 15 6,2167 2,0219 0,0218
Peptona (g L™) 0 2 7,4833 2,0219 0,0101°
Extrato de
Levedura (g L") 0 2 0,3167 2,0219 0,8807
BaP (mgmL") 0,02 0,06 - 1,5500 2,0219 0,4724

? indica as variaveis de efeito significativo a p<0,1.

Diversos estudos mostram que, diferentemente do observado para o basidiomiceto
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 no presente trabalho, a biodegradacédo pode ser afetada
negativamente com o aumento da concentragédo de sal (DIAZ et al. 2000, MINAI-
TEHRANI et al. 2009), incluindo a degradagéo de HPAs por basidiomicetos (VALENTIN et
al. 2006). Os resultados deste trabalho reforcam a importancia do isolado Marasmiellus
sp. CBMAI 1062 em processos de biorremediagdo. Um numero significativo de
ecossistemas contaminados com éleo derramado é caracterizado por sua salinidade, que
varia de niveis moderados a extremamente elevados como, por exemplo, estuarios,
praias, restingas, lagos e piscinas naturais. O 6leo bruto € uma mistura complexa que
contém principalmente hidrocarbonetos alifaticos, aliciclicos e aromaticos (VAN HAMME
et al. 2003). Em adicéo, todo ano bilhdes de galdes de agua residual contendo elevadas
concentragées de sais e lixo organico sdo gerados pelas industrias. Agua residual oleosa
também é gerada durante a producgao, transporte e refino do 6leo bruto. Sabe-se que esta
agua residual pode ser até trés vezes mais salina que a agua do mar (DIAZ et al. 2002).
Salinidade elevada ou uma ampla variagcao de seu nivel pode dificultar a biorremediacao

devido a ruptura da membrana celular, desnaturacédo de enzimas ou dessecagao por
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osmose, que sao letais a muitos micro-organismos (KARGI & DINCER 2000). A
biorremediagcdo destes residuos, sem etapas adicionais de diluicdo, requer micro-
organismos que tolerem os ambientes salinos. Além disso, diversas industrias, como as
téxteis, de papel e celulose e de tintas, sdo grandes consumidoras de corantes que,
dependendo do processo utilizado, tornam o efluente residual salino e extremamente
alcalino (SHEN et al. 2011).

Para todos os ensaios, a atividade ligninolitica de Lacase, LiP e MnP foi ausente
ou bastante reduzida em comparagédo ao obtido anteriormente neste trabalho (resultados
ndo demonstrados). Portanto, os efeitos das variaveis sobre suas atividades ndo foram
analisados e discutidos. Sabe-se que a atividade ligninolitica pode ser afetada por
diferentes concentragdes de sais (BONUGLI-SANTOS 2010) e em alguns casos a
producao ligninolitica pode ser inexistente sob condi¢gdes salinas (VALENTIN et al. 2006).

Para ambos os HPAs, as menores taxas de degradacéo (82,6% de BaP e 45,9%
de pireno) foram obtidas no ensaio 1, que continha 5 g L de extrato de malte (-1), 0 g L™
de peptona (-1), 5 g L™ de glicose (-1), 2 g L de extrato de levedura (+1), ou seja, baixa
concentragdo de nutrientes, e a concentracdo maxima de HPA (+1) deste delineamento
(Tabela 9). A analise dos resultados mostrou que o extrato de malte e a peptona possuem
efeito positivo sobre a degradagao de ambos os HPAs estudados (Tabelas 10 e 11).

As maiores taxas de degradacgéo de pireno e BaP (99,2 e 99,1%, respectivamente)
foram obtidas em ensaios com grande acumulo de biomassa (16,4 e 13,4 mg mL",
respectivamente). Contudo, valores elevados também foram observados em ensaios que
apresentaram menor crescimento micelial. Os efeitos das variaveis sobre o crescimento
do isolado também foram avaliados a fim de garantir seu crescimento e sobrevivéncia
frente a maiores concentragcbes de HPAs. Todas as variaveis apresentaram efeito

significativo sobre o crescimento micelial em meio contendo pireno, sendo os nutrientes e
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a temperatura de efeito positivo. Nenhuma varidvel mostrou efeito significativo sobre o
crescimento micelial em presenca de BaP.

Levando em consideracdo os resultados obtidos para as duas respostas
(degradagédo e crescimento micelial) e visando um meio padrdo para uma eficiente
degradagao de ambos os HPAs, as variaveis escolhidas para a etapa seguinte foram as
concentragdes inciais de glicose, extrato de malte, peptona e HPA. Uma vez que os HPAs
pireno e BaP foram degradados a elevadas taxas (82,4% e 99,1%, respectivamente,
ensaio 6, Tabela 9) ainda que sob condigdes de sua maxima concentragdo inicial, o
tempo de cultivo foi reduzido para 4 dias e o nivel superior da concentracao do BaP foi
aumentado para 0,08 mg mL". O extrato de levedura foi removido, pois ndo mostrou
efeito significativo sobre a degradagéo. Devido ao aumento da concentragdo inicial de
BaP e diminuigdo do tempo de cultivo, a glicose foi mantida como uma fonte de carbono
adicional, apesar de nao ter apresentado efeito signiticativo sobre a degradagcdo. Sua
faixa de estudo varioude 0 a5,2 g L™ no novo delineamento. O pH e a salinidade foram
fixados a 8,0 e 35 ppm, respectivamente. A temperatura foi fixada a 28 °C pois teve efeito

positivo para a degradagé&o do pireno (Tabela 10).

Fatorial Fracionado 2 *"

Apbs os resultados obtidos com o modelo Plackett-Burman, foi aplicado o modelo
fatorial fracionado 2*", visando avaliagéo de 4 fatores (concentracdes iniciais de glicose,
extrato de malte, peptona e HPA) sobre o processo de degradagéo e crescimento do
isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062, ap6s 4 dias de cultivo.

Os maiores valores de degradagao foram obtidos no ensaio 8 (Tabela 12,
destacado em cinza), em que os trés nutrientes estavam em seu nivel superior. Neste
ensaio, a concentragéo inicial dos HPAs era de 0,08 mg mL", o que mais uma vez

demonstra a capacidade deste fungo em sobreviver sob elevadas concentragdes destes



poluentes, mantendo uma alta taxa de degradagado. Elevados valores também foram
obervados dos ensaios 4 e 7, em meio com pireno, e 4, 6 e 11, em meio com BaP (Tabela
12, destacados em cinza). Os menores valores de degradagéo foram observados no
ensaio 2, em que os nutrientes de efeito positivo significativo sobre a resposta, extrato de
malte e peptona, estavam em seu nivel inferior. A degradacdo de 0,08 mg mL™" de pireno
aumentou de 82,4% no delineamento utilizando PB (ensaio 6, Tabela 9) para 98,6%, em

um menor tempo de cultivo (ensaio 8, Tabela 12).

Tabela 12. Planejamento fatorial fracionado 2 41 para avaliagdo de 4 fatores sobre o processo de
degradacéo e crescimento do isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062 ap6s 4 dias de cultivo.

Extrato Meio contendo Pireno Meio contendo BaP

Ensaio  Glicose M(;?te Peptona HPA Degradagdao Biomassa Degradagdao Biomassa

(%) (mg mL") (%) (mg mL")
1 -1 -1 -1 -1 94,2 7,8 89,7 6,8
2 +1 -1 -1 +1 92,2 4,2 77,4 8,6
3 -1 +1 -1 +1 97,8 9,3 86,6 11,0
4 +1 +1 -1 -1 98,0 8.8 95,5 10,3
5 -1 -1 +1 +1 97,2 5,6 94,7 8,7
6 +1 -1 +1 -1 97,7 7,4 95,5 8,6
7 -1 +1 +1 -1 98,5 7,2 954 8,5
8 +1 +1 +1 +1 98,6 8,4 99,3 10,0
9 0 0 0 0 95,3 6,9 93,5 10,6
10 0 0 0 0 96,2 7,2 941 10,0
11 0 0 0 0 97,9 6,8 95,7 10,5

Como o aumento da concentragao de extrato de malte so teve efeito positivo para
a degradagdo do pireno e para o crescimento micelial em meio contendo BaP, a
concentragdo deste nutriente foi fixada a 25 g L na etapa seguinte (Tabelas 13 e 14). A
concentracdo de HPA foi fixada a 0,08 mg mL™, porém o tempo de cultivo apés sua

adicdo foi reduzido a 2 dias. O nivel superior da glicose foi reduzido a 2,4 g L™
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No presente experimento, novamente a atividade ligninolitica foi baixa ou
inexistente e nenhuma variavel mostrou efeito significativo sobre ela (resultados nao
demonstrados). Além da condig&o salina, o acréscimo de peptona, que representa grande
fonte de nitrogénio, pode ter levado a inibicdo destas enzimas, uma vez que o sistema

ligninolitico de fungos de degradagdo branca €& disparado pela falta de nitrogénio

(KEYSER et al. 1978).

Tabela 13. Niveis das variaveis e analise estatistica do delineamento fatorial fracionado 2 *"
sobre o processo de degradagéo do pireno.

Fator Nivel inferior Nivel superior . Erro

Efeito = p-valor

-1 +1 Padrao

Glicose (g L") 0 5,2 - 0,3000 0,9703 0,7676
Extrato de a
Malte (g L") 15 25 2,9000 0,9703 0,0243
Peptona (g L) 2 4 2,4500 0,9703 0,0450°
Pireno (mg mL™) 0,04 0,08 - 0,6500 0,9703 0,5279

2 indica as variaveis de efeito significativo a p<0,1.

Tabela 14. Niveis das variaveis e analise estatistica do delineamento fatorial fracionado 2 *"
sobre o processo de degradagéo do BaP.

Fator Nivel inferior Nivel superior . Erro

Efeito = p-valor

-1 +1 Padrao

Glicose (g L") 0 5,2 0,3250 3,0814 0,919
Extrato de
Malte (g L) 15 25 4,8750 3,0814 0,1647
Peptona (g L) 2 4 8,9250 3,0814 0,0275°
BaP (mgmL") 0,06 0,08 -4,5250 3,0814 0,1923

? indica as variaveis de efeito significativo a p<0,1.

DCCR
Visando avaliagédo de dois fatores (concentracgdes iniciais de glicose e peptona)
sobre o processo de degradacdo de 0,08 mg mL" de HPA e crescimento do isolado

Marasmiellus sp. CBMAI 1062 apds 48 h de cultivo, um delineamento DCCR foi utilizado.
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Ambos os HPAs foram degradados a elevadas taxas (ensaios destacados em
cinza, Tabela 15). Os resultados de degradacdo do pireno n&o apresentaram variagéo
significativa entre eles (Tabela 15). Desta forma, ndo foi possivel construir modelos
probabilisticos e obter a superficie de resposta. Entretanto, o estudo pontual dos
experimentos n&o foi inviabilizado. Em adigdo, pode-se dizer que o objetivo principal, que
era o de atingir uma eficiente degradagéo avaliando a influéncia de diferentes variaveis
durante o processo, foi alcangado: 98,2% de degradagao de pireno em 48 h de cultivo
(Tabela 15, ensaio 10, destacado em cinza). O ensaio 1, que continha ambos os
nutrientes glicose e peptona em seu nivel -1, apresentou o menor valor de degradacéo:

92,5%.

Tabela 15. Planejamento DCCR para avaliagdo de 2 fatores sobre o processo de
degradacéo e crescimento do isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062 ap6s 48 h de cultivo.

Meio contendo Pireno Meio contendo BaP

Ensaio Glicose  Peptona Degradagdo Biomassa Degradacao Biomassa

(%) (mgmL") (%) (mgmL")
1 -1 -1 92,5 7.3 78,9 7.6
2 +1 -1 95,1 8,0 81,0 53
3 -1 +1 98,0 7.8 92,6 6,9
4 +1 +1 97,5 9,0 67,7 6,2
5 -1,41 0 96,9 74 745 6,4
6 +1,41 0 98,0 9,3 73,0 57
7 0 -1,41 97,9 7,0 87,2 5,9
8 0 +1,41 97,8 9,2 75,1 5,6
9 0 0 97,1 6,7 83,7 6,4
10 0 0 98,2 7,0 85,8 6,4
11 0 0 98,0 6,7 85,7 6,2

Nenhuma atividade de Lacase, LiP e MnP foi registrada para todos os ensaios
deste experimento. Experimentos adicionais mostraram que apds 72 h de cultivo, portanto
antes da adicdo de HPA, a biomassa inicial média das réplicas do ponto central era de

2,6 mg mL" e nenhuma atividade LiP, MnP ou Lacase foi registrada, sugerindo a
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degradacao do pireno pelo isolado Marasmiellus sp. CBMAI 1062 sem a participagéo
destas enzimas.

Os ensaios do ponto central, que possuiam as maiores taxas de degradagéo,
foram concentrados e analisados por CG-EM para identificagdo dos metabdlitos
formados, conforme metodologia descrita no item 4.3.3. As analises através dos modos
SIM e Full Scan possibilitaram a detecgéo e identificagdo dos metabdlitos I, II, Il e 1V,
sendo o primeiro o mais abundante. Os metabdlitos identificados sugerem o metabolismo
de pireno via sistema CYP e pela atividade das epdxido hidrolases, como também
observado no item 5.2.3.

No caso da degradacao de BaP, a regressdo multipla a partir dos resultados
obtidos no DCCR para dois fatores (Tabela 15) levou a proposicdo de um modelo
matematico. O modelo de segunda ordem envolveu todos os termos do polindbmio com
excecdo apenas do termo quadratico da concentracdo de peptona, que nao foi
estatisticamente significativo (Apéndice E). A equagcédo do modelo reparametrizado, a

partir das variaveis codificadas, esta disposta abaixo:

Y = 83,839 - 3,124 x; - 2,089 X, - 4,643 x4* - 6,750 X1X; (Equacao 2)

em que Y é a resposta predita (degradacéo de BaP, %); x; e x, s&o, respectivamente, as
variaveis independentes concentracao de glicose e de peptona em termos dos valores
codificados.

Pela ANOVA do modelo codificado, apresentada na Tabela 16, observou-se que o
modelo que descreve a resposta predita (degradacao de BaP) em funcao das variaveis
estudadas, com os parametros estatisticamente significativos, pode ser considerado

adequado. A porcentagem de variagdo explicada pelo modelo foi de 78%, e o F, foi
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considerado significativo (F.a > Fip), Satisfazendo os requisitos para a construgéo da

superficie de resposta (Figura 17) (RODRIGUES & IEMMA 2009).

Tabela 16. ANOVA do modelo quadratico para a degradacgéo de BaP apés 48

h de cultivo.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado
Variagao Quadratica liberdade Quadratica (Fcal)
Regressao 426,85 4 106,71 5,43
Residuo 117,87 6 19,64

F ajuste 115,07 4 28,76

Erro puro 2,80 2 1,40

Total 544,72 10 54,47

R?=0,78; Fiv=3,18; nivel de significancia = 90%.

B =30

=
[=]
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Glicose (g L)
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Figura 17. Superficie de resposta para a degradacéo do BaP pelo isolado Marasmiellus

sp. CBMAI 1062 em fungao das concentragdes de glicose e peptona.

A menor porcentagem de degradacgéo do BaP (67,7%) foi observada no ensaio 4,
em que glicose e peptona estavam em seu nivel +1 (2,05 e 4,7 g L, respectivamente,

Tabela 15). A maior porcentagem (92,6%) foi observada para o ensaio 3, em que a
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glicose e a peptona estavam nos niveis -1 (0,35 g L) e +1, respectivamente (Tabela 15).
Estes resultados indicam um efeito negativo do aumento da concentragdo de glicose
sobre a resposta quando a peptona esta fixadaa 4,7 g L.

As atividades de LiP, MnP e Lacase ndo foram detectadas nos 11 ensaios
realizados no DCCR.

A superficie de resposta mostrou que o meio de cultivo contendo as concentragdes
maximas de glicose e peptona (2,4 e 5,0 g L™, respectivamente) resultaria em redugéo da
taxa de biodegradacao (Figura 17). De acordo com o predito pelo modelo (Equagéo 2), a
degradacao do BaP ficaria reduzida a 53,8% se as variaveis glicose e peptona estivessem
em seu nivel +1,41 (2,4 e 5 g L™, respectivamente). De acordo com a superficie de
resposta, os maiores valores de degradacdo (em torno de 90%, segundo o modelo)
podem ser obtidos na auséncia de glicose (-1,41) e com 5 g L de peptona (+1,41). Com
0 g L" de glicose (-1,41) e 3 g L de peptona (+1) a degradagdo do BaP seria de 86,4%.

A fim de verificar a adequacado do modelo, a degradagcéo do BaP foi testada sob
condi¢gbes otimizadas do meio de cultivo. Com base nos resultados observados pela
superficie de resposta e visando uma elevada taxa de remogdo em um meio menos
complexo, a validagdo do modelo foi feita na auséncia de glicose e com 5,0 g L™ de
peptona, mantendo-se as demais condigdes de cultivo descritas para o DCCR. A
biomassa atingida ap6s 48 h de cultivo em presenga de BaP foi de 6,9 mg mL™". A
degradagdo dos 0,08 mg mL™" iniciais de BaP foi de 94,4%, enquanto que o valor predito
pelo modelo (Equacao 2) foi de 89,5% (erro relativo de 5,2%). O modelo foi, portanto,
considerado confiavel para a previsdo da degradagdo de BaP por Marasmiellus sp.
CBMAI 1062. Em adic&o, os erros relativos, calculados com base nas diferengas entre a
degradacao observada e a predita pelo modelo para cada um dos 11 ensaios, estavam
todos abaixo de 10%, o que contribui com a confiablidade e adequagédo do modelo

(Tabela 17) (RODRIGUES & IEMMA 20009).
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Tabela 17. Degradagéo observada e predita pelo modelo e erros absoluto e relativo para cada
ensaio.

Ensaio Glico1se Pepto1na Degradagéo Degrz_adagéo Erro E_rro
(gL™) (gL?) observada (%) predita (%) absoluto relativo (%)

1 0,35 3,3 78,9 77,6 1,2 1,6
2 2,05 3,3 81,0 84,9 -3,9 -4,8
3 0,35 4,7 92,6 87,0 5,6 6,1
4 2,05 4,7 67,7 67,2 0,5 0,7
5 0 4,0 74,5 79,0 -4,5 -6,1
6 2,40 4,0 73,0 70,2 2,8 3,8
7 1,20 3,0 87,2 86,8 0,4 0,5
8 1,20 5,0 751 80,9 -5,8 -7,7
9 1,20 4,0 83,7 83,8 -0,1 -0,2
10 1,20 4,0 85,8 83,8 2,0 23
11 1,20 4,0 85,7 83,8 1,9 2,2

Ensaios complementares mostraram que a biomassa inicial, formada ap6s 72 h de
incubagédo sem BaP, sob as condi¢des de cultivo da validagado do modelo, era em média
de 2,6 mg mL™. As atividades de LiP, MnP e Lacase ndo foram detectadas. A fim de se
detectar possiveis metabdlitos, as réplicas utilizadas na validagdo do modelo foram
concentradas e analisadas por CG-EM, conforme metodologia descrita no item 4.3.3. As
analises através dos modos SIM e Full Scan possibilitaram a detecgcdo de um pico
cromatografico correspondente ao ion molecular de m/z 268 (tr=51,232) (Anexo D). Os
ions fragmentos de m/z 239 e m/z 119 também foram detectados, caracterizando o
espectro de massas de isémeros do hidroxibenzo[a]pireno (CANAS et al. 2007). Este
metabdlito (metabdlito V) néo foi identificado nas amostras analisadas anteriormente nos
ensaios de deteccdo de metabdlitos (item 5.2.3.) provavelmente devido a sua baixa
concentragcédo e/ou pela presenca de interferentes. Da mesma forma que os metabdlitos
resultantes da degradacao do pireno, o metabdlito V também sugere que o metabolismo
de BaP tenha ocorrido via sistema CYP e pela atividade das epdxido hidrolases

(CERNIGLIA & SUTHERLAND 2010).
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Apds cada etapa do planejamento experimental em presenca de pireno e BaP foi
observada uma reducdo da biomassa alcangada (PB, 16,4 mg mL™; fatorial fracionado
2*'. 9,3 mg mL"; DCCR, 9,3 mg mL™"; e PB, 16,0 mg mL"; fatorial fracionado 2*",
11,0 mg mL™"; DCCR, 7,6 mg mL™, respectivamente). Entretanto, esse resultado deve ter
ocorrido devido a diminuicdo do tempo de cultivo que passou de 7 dias (PB) para 48 h
(DCCR). Mesmo ap6s 48 h de incubagdo em presenga de HPA, o crescimento micelial
atingiu valores superiores aos obtidos na etapa de sele¢céo dos trés basidiomicetos apds
21 dias de cultivo (item 5.1.3.). Em um estudo anterior reportado por Chulalaksananukul
et al. (2006) o fungo Fusarium sp. EO033 sobreviveu sob concentracbes de 0,2 e
0,3 ug mL™" de BaP, mas seu crescimento foi significativamente limitado em comparacéo a
concentragées mais baixas do HPA (0,1 ug mL™"). A taxa de degradacédo do BaP pelo
fungo Fusarium sp. E033 também foi afetada, o que ndo ocorreu com o isolado
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 utilizado neste estudo, demonstrando o potencial deste

fungo para aplicagdo em processos de biorremediagao.
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6. CONCLUSOES

e Os métodos de triagem dos trés basidiomicetos derivados marinhos ( Tinctoporellus sp.
CBMAI 1061, Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e Peniophora sp. CBMAI 1063) foram
aplicados com sucesso e permitiram a selecao de Marasmiellus sp. CBMAI 1062 como o

fungo de maior potencial para degradagao dos poluentes ambientais pireno e BaP.

e O fungo selecionado foi capaz de se desenvolver e degradar de mandeira rapida e
eficiente todas as concentragdes de pireno e BaP utilizadas no estudo e os resultados de
andlise dos metabdlitos sugerem que o mesmo utilizou mono-oxigenases do sistema
Citocromo P450 e epo6xido hidrolases. A producao de enzimas ligninoliticas, em especial a
Lacase, em meio contendo extrato de malte (com e sem a adicédo de HPA) bem como em
meio mineral acrescido dos HPAs como unica fonte de carbono sugere que estas enzimas
possam também estar associadas ao metabolismo de pireno e BaP pelo Marasmiellus sp.
CBMAI 1062. Entretanto, os metabdlitos derivados da via de degradacao por enzimas

ligninoliticas ndo foram detectados nas condigdes estudadas.

¢ Quando submetido a 35 ppm de salinidade e pH 9,0, o fungo Marasmiellus sp. CBMAI
1062 continuou apresentando altas porcentagens de degradagdo dos HPAs estudados,

porém a atividade ligninolitica ndo foi detectada nestas condigdes.

¢ O planejamento experimental e sua analise estatistica mostraram ser uma ferramenta
importante para os estudos de degradacao de HPAs, crescimento micelial e atividade
ligninolitica, agregando confiabilidade aos resultados. A aplicagdo do planejamento
experimental resultou em condi¢des de cultivo otimizadas para uma eficiente degradacao
dos HPAs estudados. Em adicao, foi possivel a elaboragdo de um modelo preditivo de

degradacao do BaP pelo fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062.

e Os resultados apresentados nesta dissertagdo evidenciam o potencial do fungo

Marasmiellus sp. CBMAI 1062 para remediacdo de ambientes salinos e/ou alcalinos,
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como € o caso de ambientes impactados por petréleo e seus derivados e de efluentes de
industrias téxteis, bem como para a aplicagdo biotecnolégica de suas enzimas
ligninoliticas. Além disso, os resultados obtidos abrem perspectivas de estudos futuros
relacionados com a producdo, aplicacdo e caracterizacdo das enzimas ligninoliticas,
degradagcdo de HPAs utlizando consorcios microbianos; toxicidade dos metabdlitos
gerados, avaliagdo da expressao de genes que codificam para as enzimas envolvidas na

degradacao, entre outros.
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APENDICE A. Valores de degradaco de pireno e BaP obtidos e calculados para
os trés basidiomicetos estudados durante a etapa de selegdo do isolado mais

eficiente.
Tempo de Degradacdo Degradacédo
HPA Isolado cultivo (dias)  obtida (%) calculada (%)

7 21,4 6,5

Tinctoporellus sp.
CBMAI 1061 14 36.9 22,0
21 48,7 33,8
Bi 7 90,9 80,0

ireno Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 14 90,7 798
21 92,2 81,3
7 13,8 4,3

Peniophora sp.

CBMAI 1063 14 26,8 17,3
21 30,9 214
7 35,4 17,1

Tinctoporellus sp.
CBMAI 1061 14 31,7 134
21 50,8 32,5
Bap 7 94,0 75,9

a Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 14 97,2 79,1
21 97,6 79,5
7 25,1 8,4

Peniophora sp.

CBMAI 1063 14 223 5.6
21 27,4 10,7

Degradacao calculada: degradagéo obtida descontando-se o valor médio de

adsorcéo.
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APENDICE B. Atividade das enzimas LiP, MnP e Lacase pelo basidiomiceto
Tinctoporellus sp. CBMAI 1061 durante a etapa de selecdo do isolado mais
eficiente.

Enzima Tempo de Atividade ligninolitica (U L™)
cultivo (dias) Com pireno Com BaP Sem HPA
LiP 7 2,36 0 0
14 0 0 0
21 0 0 0
MnP 7 1,67 0 0
14 2,06 0,84 0
21 3,93 0,47 1,61
Lacase 7 4,50 1,94 2,40
(siringaldazina) 14 5,67 3,14 273
21 3,15 4,00 3,12
Lacase (ABTS) 7 8,15 2,70 3,83
14 5,05 6,87 6,59
21 7,61 7,68 3,87
Lacase 7 18,00 6,33 11,37
(guaiacol) 14 21,12 8,92 10,22

21 23,38 3,79 38,94




APENDICE C. Atividade das enzimas LiP, MnP e Lacase pelo basidiomiceto
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 durante a etapa de selegdo do isolado mais
eficiente.

Enzima Tempo de Atividade ligninolitica (U L™)
cultivo (dias) Com pireno Com BaP Sem HPA
LiP 7 3,90 1,77 3,75
14 2,30 2,91 5,13
21 2,35 1,36 2,63
MnP 7 3,22 0,68 0
14 3,36 1,27 0
21 5,50 0,30 0,42
Lacase 7 3,74 2,43 1,33
(siringaldazina) 14 7.48 3,91 475
21 6,58 4,69 4,62
Lacase (ABTS) 7 7,48 3,46 5,26
14 5,73 12,11 10,98
21 10,11 10,11 9,81
Lacase 7 6,19 11,20 8,15
(guaiacol) 14 12,33 5,00 1,61
21 3,91 1,46 1,10
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APENDICE D. Atividade das enzimas LiP, MnP e Lacase pelo basidiomiceto

Peniophora sp. CBMAI 1063 durante a etapa de selegdo do isolado mais
eficiente.
Enzima Tempo de Atividade ligninolitica (U L™)
cultivo (dias) Com pireno Com BaP Sem HPA
LiP 7 0 0 0
14 0 0 0,98
21 0 0 0
MnP 7 1,51 0 0
14 1,34 0,79 0
21 0 0,25 0,41
Lacase 7 3,19 0,89 1,78
(siringaldazina) 14 9,44 2.75 3,42
21 4,19 3,54 3,52
Lacase (ABTS) 7 6,48 2,26 4,08
14 5,78 9,74 10,41
21 8,63 8,87 9,49
Lacase 7 16,63 11,58 10,35
(guaiacol) 14 23,39 8,33 9,52
21 30,72 21,79 22,35




APENDICE E. Coeficientes de regressao do DCCR para a degradacao do BaP por

Marasmiellus sp. CBMAI 1062.

Fator Coeficiente de regressdao  Erro padrao p-valor
Média 85,0562 0,6839 0,0000°
X4 (L) -3,1237 0,4194 0,0175°
X1 (Q) -5,0216 0,5005 0,0098°
Xz (L) -2,0889 0,4194 0,0380°
X2(Q) -1,2994 0,5005 0,1218
X1 X, -6,7500 0,5923 0,0076°

? indica os parametros significativos a p<0,1;

X4 e X, indicam as variaveis concentragdo de glicose e de peptona, respectivamente.

L e Q indicam termos lineares e quadraticos, respectivamente.
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ANEXO A. Espectro de massas do metabdlito | representando o ion molecular de m/z 218

e o principal ion fragmento de m/z 189 (modo SIM).
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ANEXO B. Espectro de massas dos metabdlitos Il e Il representando o ion molecular de

m/z 236 e pico base de m/z 218 (modo SIM).
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ANEXO C. Espectro de massas do metabolito IV representando o ion molecular de m/z

234 e os principais ions fragmentos de m/z 205 e 176 (modo SIM).
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ANEXO D. Espectro de massas do metabolito V representando o ion molecular de m/z
268 e os principais ions fragmentos de m/z 239 e 119 (modo Full Scan).
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