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RESUMO

FLORENCIO FILHO, D. Biorremediac&o de fenol em meio aquoso por fungos endofiticos
de videira. Itapetinga — BA: UESB, 2018. 54 p. (Dissertacdo — Mestrado em Quimica — Quimica
Analitica).*

Altas cargas de poluentes sdo lancadas de forma indevida no meio ambiente, e isso faz com
que todo o sistema que a recebe seja impactado e prejudicado. Para minimizar esses impactos,
técnicas de limpeza e purificacdo sdo adotadas, porém, além de dispendiosas e de dificil
adaptacdo ao meio impactado, geram produtos de remediagdo recalcitrantes, transferindo
apenas o problema de fase. Estudos em areas afetadas por essa probleméatica mostraram que
alguns micro-organismos sdo resistentes a presenca dos contaminantes e que alguns desses
fazem o uso do poluente como fonte de nutriente para sua manutengéo e sobrevivéncia. Sendo
assim, o presente trabalho compreendeu em testar fungos filamentosos isolados de videiras,
com o intuito de aplicar a biorremediacdo de aguas poluidas com altas concentracGes de fenol.
Para isso, foram feitos testes de resisténcia desses micro-organismos, em meios solido de
crescimento - placas de meio BDA- enriquecido com o fenol com diferentes concentragdes
(0,200 g L* e 0,700 g L™). Os isolados que apresentaram resisténcia foram postos a
crescimento em um sistema-modelo de poluente, composto de solucdo aquosa de fenol, de
concentracdo 0,500 g L™, visando a degradacdo do fenol e determinacdo de atividade
enzimatica da lacase, enzima do grupo da polifenol-oxidase estudada neste trabalho. Para a
determinacgdo da sua atividade foi utilizado o reagente ABTS, um mediador enzimatico eficaz
no aumento do potencial de oxirreducdo da enzima, acrescido de solucdo tampéo acetato pH
5,0. Apds a cultivo e medicdo da de atividade enzimatica, observou-se que o isolado 01
apresentou o melhor comportamento biorremediador e de maior atividade enzimatica, sendo
este selecionado para analise de cinética de degradagdo e enzimatica, termoestabilidade, pH
Otimo e otimizacdo de condicGes de analise por um delineamento de composto central
rotacional (DCCR), onde se avaliou concentracGes de NaCl e valores de pH, bem como as
interacdes entre si. Para a degradacao do fenol, o isolado mostrou eficiéncia no consumo do
poluente, reduzindo 100% de fenol no meio, e apresentou uma atividade enzimatica maxima
de 0,242 + 0,096 Ul.mL™. Nos testes de termoestabilidade obteve-se a atividade enzimatica
reduzida nos primeiros 10 minutos a 40°C, apresentando também maior afinidade ao pH
4cido, para as faixas de pH 6timo. Os valores para a cinética enzimatica foram 0,168 g L™
para Ky, € 0,697g L™ min™ para Ve, O DCCR reafirmou que o pH baixo do meio aumenta a
atividade enzimaética, que em concentracdes de NaCl influenciam na atividade da enzima.
Diante do exposto, foi possivel concluir que o isolado selecionado foi eficiente na degradacéo
de fenol em &guas contaminadas e a sua enzima apresentou uma alta atividade no meio
reacional, fazendo dela uma opc¢éo favoravel e limpa, visto que os produtos da biorremediacéo
tém a sua toxicidade reduzida e/ou eliminada.

Palavras-chave: lacase, biodegradacdo, poluentes.

*Qrientador: Silmara Almeida de Carvalho, D.Sc., UESB



ABSTRACT

FLORENCIO FILHO, D.Bioremediation of phenol in aqueous solution by endophytic
vine fungi. Itapetinga — BA: UESB, 2018. 54 p. (Thesis — Master in Chemistry — Analytical
Chemistry).*

High loads of pollutants are unduly thrown into the environment, and this impact and harms
the whole system. In order to minimize these impacts, cleaning and purification techniques
are adopted. However, these techniques are generally expensive and difficult to adapt to the
impacted environment and they generate recalcitrant remediation products, which only
transfer the problem to another medium. Studies in areas affected by this problem have shown
that some microorganisms are resistant to the presence of contaminants and some of them use
of the pollutant as a source of nutrients for their maintenance and survival. Therefore, the
present work comprised testing vine isolated filamentous fungi, in order to apply the
bioremediation of polluted water with high concentrations of phenol. Thus, resistance tests of
these microorganisms were performed in solid growth medium - BDA medium plates -
enriched with phenol at different concentrations (0.200 g L™ and 0.700 g L™). Aiming the
phenol degradation and determination of the enzymatic activity of laccase, a polyphenol
group enzyme studied in this work, resistant isolates were grown in a pollutant model system
composed of 0.500 g L™ aqueous phenol solution. For the determination of its activity the
ABTS reagent, that is an enzymatic mediator effective in increasing the oxidation potential of
the enzyme, was used and acetate buffer pH 5.0 was also added. After fermentation and
enzyme activity measurement, it was observed that the isolate 01 presented the best
bioremediating behavior and the highest enzymatic activity so it was selected for degradation
and enzymatic Kinetic analysis, thermostability, optimum pH and optimization of analysis
conditions by a central rotational composite design (DCCR), which evaluated NaCl
concentrations and pH values, as well as the interactions between them. For the degradation
of phenol, the isolate showed efficiency in the pollutant consumption by reducing 100% of
phenol in the medium, and showed a maximum enzymatic activity of 0.242 + 0.096 1U mL™.
In the thermostability tests the reduced enzymatic activity was obtained in the first 10 minutes
at 40°C, and also presenting higher affinity to the acidic pH for the optimum pH ranges. The
values for the enzymatic kinetics were Ky, = 0.168 g L™; and Vmax = 0.697 g L™ min™. The
DCCR reaffirmed that the low pH of the medium increases the enzymatic activity, whereas
the NaCl concentration influences the activity of the enzyme. Finally, it was possible to
conclude that the selected isolate was efficient in the degradation of phenol in contaminated
water and its enzyme has a high activity in the reaction medium, by making it a favorable and
clean option, since the bioremediation products have their toxicity reduced and / or
eliminated.

Keywords: laccase, biodegradation, pollutants.

*Adviser: Silmara Almeida de Carvalho, D.Sc., UESB
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1. INTRODUCAO

O crescente processo de modernizacdo e criacdo de industrias trouxeram, além da
melhoria na qualidade de vida da humanidade, diversos problemas relacionados & imensa
producdo de residuos. Mesmo com a existéncia de 6rgaos responsaveis por fiscalizar o
descarte de residuos industriais, ainda é dificil encontrar solucdo adequada para esses
problemas. Na atualidade, diferentes pesquisas vém buscando atenuar os danos causados pelo
descarte inadequado de residuos ao meio ambiente.

Efluentes de vérias industrias, comoa téxtil, petrolifera, de plastico, dentre outras,
descartam diversos compostos quimicos com diferentes potenciais poluentes e acarreta a
bioacumulagdo de contaminantes nos recursos naturais hidricos. A industria utiliza processos
fisico-quimicos para o processo de remocédo dos poluentes descartados, tais como eletrolise,
floculagéo, etc., sendo esses dispendiosos e requerentes de alto gasto energeético, ressaltando
gue a maioria desses processos necessita etapa de tratamento para a retirada do produto
gerado a partir de etapas antecessoras.

Dentre os compostos de alto grau de toxicidade, encontram-se 0S compostos
fendlicos poluentes, que por ser utilizado em diversos processos como, por exemplo, na
clarificacdo da polpa de papel, se faz presente em altas concentracdes em diversas aguas
residuais. Contudo, foi visto, em analises de ambientes contaminados, que espécies de micro-
organismos como bactérias e diversos géneros de fungos conseguem resistir as altas cargas de
poluentes e utilizam os mesmos como fontes de nutrientes para o seu desenvolvimento e
manutencdo, ajudando indiretamente para a reducdo da concentracdo de compostos nocivos
no meio poluido. Visando a biodisponibilidade dos micro-organismos na natureza, buscam-se
rotas alternativas, menos dispendiosas e agressivas para a reducdo dos impactos ambientais
causados pelo despejo e acidentes ambientais.

As transformacdes que esses micro-organismos sao capazes de realizar a partir de um
substrato sdo denominadas biotransformacdo. Quando a biotransformacdo é utilizada para
remover ou reduzir poluentes ambientais, passa a ser tratada como biorremediacdo
(GAYLARDE, BELLINASO, MANFIO, 2005). Dentre esses micro-organismos, os fungos
filamentosos tém sido estudados, uma vez que apresentam potencial para diversas aplicacdes
na area ambiental, realizando biodegradacdo de contaminantes tdxicos do solo,
biodeterioracdo de residuos plasticos, atuando como bioindicadores em estacdes de tratamento
de &gua.

Com a presenca dos compostos fendlicos, micro-organismos sintetizam enzimas
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responsaveis para a degradacdo dos mesmos, sendo uma delas a lacase, pertencente ao grupo
das polifenol oxidases. A lacase é responsavel por catalisar a oxidacdo de compostos
fendlicos, através da redugdo do oxigénio atmosférico em &gua. Na presenca de mediadores
de baixo peso molecular, como o radical ABTS, o seu potencial oxirredutor é melhorado,
fazendo com que a mesma consiga oxidar compostos fendlicos de forma mais eficiente.
Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi aplicar a técnica de biorremediacéo
de compostos fendlicos em sistemas-modelo, utilizando fenol como poluente, aplicando

fungos filamentosos endofiticos isolados de viderias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Biorremediacao

As industrias ao redor do mundo vém descartando continuamente ao longo de muitas
décadas uma extensa variedade de rejeitos contendo substéncias quimicas diversas como
metais-traco, corantes, hidrocarbonetos e fenois aos cursos de cérregos, rios, etc., reduzindo a
oxigenagdo, bem comoa entrada de raios solares. Muitas destas substancias apresentam
elevada toxicidade, causando danos diretos as espécies que habitam nesse meio ambiente
(RODRIGUES et al., 2011; BATISTA et al., 2016; SOUZA, 2009; LIMA et al., 2011;
MARCO-URREA et al.,2015).

A remocdo destes poluentes geralmente ocorre através do emprego de processos
fisicos e quimicos tais como precipitacdo, coagulacdo, floculacdo, eletrolise, incineracéo,
aterro, lavagem, entre outros (SOUZA et al, 2008; ANDRADE, JARDIM, 2010), tendo a
eficiéncia desses processos reduzida por apenas transferir o problema da fase aquosa para uma
segunda fase, necessitando de um posterior tratamento para a sua retirada e descarte devido,
caso contrario a problematica ndo € solucionada. Em analise a meios contaminados, foi visto
gue muitas substancias nocivas podem ter a toxicidade diminuida ou eliminada pela acéo de
micro-organismo adaptados. A aplicacdo de micro-organismos, adaptados ou ndo, com vistas
a reduzir as concentracdes de poluentes, a partir do seu consumo como fonte de nutriente, é
chamada de biorremediacdo, tendo como caracteristica gerar produtos com a toxicidade
minima ao meio ambiente onde 0 micro-organismo é aplicado (LITCHFIELD, 2005).

Alguns relatos na literatura informam que areas contaminadas costumam apresentar
bactérias ou fungos agindo na sua degradacdo, como exemplo algumas linhagens de
Penicillium sp presentes em solo contaminados por fendis e outros hidrocarbonetos
arométicos em concentracdes superiores a 1500 mg L™. Muitos fungos apresentam
capacidade de sobreviverem meio com fenol como Unica fonte de carbono (CONCEICAO et
al., 2005; CROGNALE et al., 2012). Assim como compostos organicos, metais como o cobre
podem ser quatro vezes mais absorvido por biomassa de Aspergillus niger em relacdo aos
filtros comerciais como Filtrasorb 400 (SOUZA et al., 2008), destacando-se a alta eficiéncia
de remocdo do contaminante por agentes biorremediadores. Vermelho congo pode ser
degradado em 99,9% pelo fungo Alternaria alternata em meio com 600 mg L*
(CHAKRABORTY et al., 2013).

As bactérias hal6filas sdo capazes de biorremediar o fenol, entretanto, alguns fungos

que toleram a presencga de sal no meio a ser remediado apresentam uma eficiéncia maior ao
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serem empregados para a remediacdo. Lodo ativado industrial, em condigdes 6timas de pH e
temperatura apresentaram potencial de degradacdo superior a 99% de fenol em concentragéo
de 500 mg L™ num prazo de 24 horas em aguas salinas (JIANGet al., 2015).

Santos e Linardi (2004) descreveram que micro-organismos utilizados para o
processo de degradacéo além de serem ativados, precisam ser resistentes a esse poluente, visto
que compostos fendlicos sdo altamente toxicos para muitos deles. Apesar da biodegradacéao
ter sido pioneira com uso de bactérias, muita atencdo tem sido dada a atividade de
biodegradacdo usando fungos em ambientes contaminados (ATAGANA, 2004), devido a
resisténcia desses micro-organismos a maiores faixas de variagcdes de fatores externos, tais
como pH, oxigenacdo, salinidade, temperatura e altas cargas de poluentes (ZANIN et al.,
2014).

Os processos bioldgicos de tratamento de agua utilizando micro-organismos vivos
tém sido vistos como promissores, ressaltando pontos positivos como: baixo custo devido ao
pouco consumo de energia, boa eficiéncia e sem risco de poluicdo secundaria (JIANG et al.,
2015; LIMA, OLIVEIRA & CRUZ, 2011). Para que o processo de biorremediacdo ocorra,
caracteristicas como afinidade e solubilidade do analito em estudo influenciam no processo de
biodegradacao, dando destaque, também, a composicdo do meio, como fontes disponiveis de
carbono e nitrogénio, temperatura e pH. Dellamatrice (2005) verificou o aumento na
eficiéncia de degradacdo com enzimas fungicas, quando ha saturacdo com O, no lugar de ar
atmosférico. O grupo de enzimas Polifenol-oxidases (PPO’s), produzidas pelos micro-
organismos quando submetidos a presenca de compostos fendlicos, utilizam o oxigénio para a
formacdo de um filme micelial marrom, de extrema importancia para a formacéo do corpo de
frutificacdo, convertendo oxigénio atmosférico a agua, simultaneamente oxidando substancias
como compostos fendlicos (SOUSA, 2014).

Existem muitas pesquisas relacionadas a biorremediacdo, utilizando bactérias como
agentes de tratamento eficazes na degradacdo de poluentes. Entretanto, os trabalhos
abordando biorremediacdo por fungos filamentosos séo raros. Santos e colaboradores (2003)
estudaram o potencial de degradacdo de fenol em efluentes industriais utilizando células
imobilizadas de Graphium sp. em pérolas de polimero sintetizado. Tais pérolas foram
adicionadas a frascos erlenmeyers contendo solucdo salina enriquecida com fenol em
concentragdes crescentes e incubadas sob agitacdo. Foi observado também que o meio quando
enriquecido por glicose tinha a sua taxa de consumo de fenol diminuida. porém nédo anulava a
atividade enzimatica. Observou-se que o percentual de fenol degradado no meio foi

influenciado pela concentracado inicial da solucéo de cultivo.
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O fungo Fusarium sp. foi utilizado para caracterizar oS seus mecanismos de
degradacéo de fenol. Para isso, 0s ensaios foram preparados com cultura mineral estéril sendo
adicionada uma aliquota da suspenséo de esporos. Ap6s 10 dias de inoculagdo adicionou-se
uma solucdo estéril de fenol a uma concentracdo de 420 mg L™, avaliando também a
influencia de pH, adicdo de fonte de carbono e a influencia da temperatura. Para este estudo,
foi observado que as duas linhagens de cepa Fusarium sp. testadas conseguiram biorremediar
totalmente fenol de forma eficiente, porém sugere-se que o aumento da temperatura e faixa de
pH basica indica o aumento da eficiéncia na degradacdo do composto para ambas as linhagens
(CAI, LI E ZHANG, 2007). Um segundo estudo descrito por Zhou e colaboradores (2016)
analisou a degradacdo de fenol aplicando a bactéria Sulfobacillus acidophilus TPY. O micro-
organismo foi inoculado em varias solugdes de fenol para avaliar a sua tolerancia frente ao
analito. Apds isso, o inoculo foi adicionado a um meio suplementado de fenol sob agitacdo e
temperaturas constantes. Como resultado, o micro-organismo conseguiu degradar fenol em
diferentes concentragdes. Concentragdes de 2-metilfenol e 3-metilfenol foram submetidas a
biodegradacao pelo mesmo micro-organismo, tendo também as suas concentracdes reduzidas.

O crescimento de um conjunto de micro-organismos especificos, composto por
bactéria Lactobacillus plantarum; levedura Candida utilis e Actinomicetos Streptomyces
albus; e o fungo Aspergillus oryzae, foi analisado de forma paralela a degradacdo de fenol.
Aliquota do concentrado destes micro-organismos eficientes (ME-1) foi adicionada ao meio
de cultura estéril enriquecido com concentrac@es crescentes de fenol. O aumento da biomassa
mostrou-se crescente enquanto as concentracdes de fenol decresciam, sendo notada a total
degradacdo do fenol em todas as concentracdes. As taxas de degradacdo do poluente
diminuiram devido ao efeito inibidor de elevadas concentragdes de fenol
(SIVASUBRAMANIAN E NAMASIVAYAM, 2013). Kumar e colaboradores (2017)
analisaram a degradacdo de fenol utilizando o fungo Candida tropicalis NPD1401 como
agente biodegradador livre e imobilizado. A determinacdo de fenol foi obtida através de
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (CLAE-EM), sendo também
avaliado como paramentro de consumo de fenol o aumento da biomassa. As respostas obtidas
foram que células do micro-organismo NPD1401 livres e imobilizadas conseguiram reduzir
os teores de fenol, sendo este micro-organismo Unico no estudo resistente a concentracdes
superiores a 1000 mg L™ de fenol.

A atividade do fungo Penicillium chrysogenum foi testada utilizando meio de
cultivo, acrescido de 3 concentracdes diferentes de suplementagédo, sendo adicionadas a cada

meio quantidades de NaCl, incubada sob agitacdo. A determinagdo de quantidade de fenol
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residual foi feita por CLAE e obteve-se a total remocdo do analito como resposta do estudo.
Para concentragcdes superiores, 0 tempo necessario para a sua total remocéo foi maior, sendo
mais eficiente a degradacdo na presenca de maior quantidade de sal. Por CLAE, foi possivel
observar o decaimento do sinal do analito e, como consequéncia, a formacdo de uma espécie
de hidroquinona como produto de biotransformacdo, que ap6s o fim da fermentacdo também
teve 0 seu sinal extinto (LEITAO, DUARTE E OLIVEIRA, 2007). Experimento com banho
termostéatico com base agitadora foi utilizado para realizar os ensaios de degradacéo de fenol.
Frascos contendo meios especificos para crescimento das bactérias Pseudomonas e Bacilllus
foram enriquecidos com fenol. Foram monitorados os crescimentos das biomassas por
densidade dptica e em paralelo a determinacgdo de fenol residual no meio por metodologia 4-
amino-antipirina. A reducéo da concentracio inicial do analito, em uma faixa de 50 mg L™ a
1200 mg L™, foi observada ap6s o processo de fermentacdo, obtendo sua total remoc&o apos
36 horas. (HASAN E JABEEN, 2015).

Para biodegradar fenol, Dos Passos e colaboradores (2008) utilizaram uma nova
linhagem do género Aspergillus sp., isolado de solo contaminado por 0leo. Para isso, foi
sintetizado um sistema-modelo de agua residual em que o micro-organismo foi cultivado em
trés diferentes meios (fenol, fenol+glicose e glicose). Apos crescimento, foi tomada uma
aliquota e aplicada ao meio a ser remediado, sendo o fenol a Unica fonte de carbono
disponivel. Tendo resultados satisfatorios para este experimento, foram estudadas condicGes
de biodegradacdo com planejamento experimental, variando a concentracdo de glicose e
velocidade de agitacdo, sendo elas 500 mg L™ de glicose e agitacdo de 200 rpm, aumentando
a degradacdo de fenol em 6 vezes das condi¢es iniciais.

Na pesquisa conduzida por Seo e colaboradores (2007), referente a degradacéo de
pesticidas (carbofurano e fenol-carbofurano) utilizando o fungo Mucor rumannianus,
submetido a crescimento em caldo enriquecido com cada contaminante, sob agitacdo e
temperatura constantes, observou-se sinais de massa/carga sugestivos a presenca de
metabolitos secundarios (Figura 2.1) produzidos pelo micro-organismo a partir do consumo
dos contaminantes estudados. Esses sinais indicam que o micro-organismo utiliza o
contaminante para a producdo de metabdlitos, possivelmente buscando o aumento da sua

resisténcia frente ao meio téxico saturado.
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Figura 2.1: Anélise da degradacdo de Carbofurano e Fenol-carbofurano por CLAE.
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Fonte: SEO e colaboradores (2007)

O cultivo da bactéria Acinetobacter calcoaceticus foi feito no proprio efluente
estudado com adigcdo de meio especifico de crescimento da mesma, para enriquecimento do
caldo fermentado. Posterior a essa etapa, esse meio foi suplementado com concentracfes de
fenol para teste de resisténcia microbiana ao poluente, obtendo maior quantidade de biomassa
com fenol a altas concentracGes. Essa biomassa foi fermentada no mesmo meio, porém com
guantidade maxima de fenol e, ap6s o crescimento, foi repicado em placas de BDA com
fenol. O inoculo adicionado ao meio a ser biorremediado, tendo o fenol como Unica fonte de
carbono, visto que anteriormente havia suplementacdo do meio BDA como outra fonte de
carbono. As condicBGes Otimas para a remocdo de fenol pelo micro-organismo foram de
temperatura de 30°C e pH 8,0, tendo o percentual de degradacdo maximo no valor de 91,6%
da concentracdo inicial de 800 mg L™ de fenol, sendo esse micro-organismo também
resistente a concentraces proximas de1700 mg L™ de fenol(SEO et al., 2007; LIU et al.,
2016).

Salar, Purewal e Bhatti (2016) utilizaram o delineamento de composto central
rotacional (DCCR) para a determinacdo de condicGes 6timas de extracdo de fendlicos com
Aspergillusawamori MTCC-548, sendo avaliadas a temperatura e o tempo de fermentacédo
como variaveis independentes (k=2). Ao analisar a superficie de resposta gerada a partir dos
resultados, foi observado que as melhores condi¢bes de fermentacdo foram aquelas com 8
dias de fermentacdo a temperatura aproximada a 44,5 °C.

Annadurai, Ling e Lee (2008) otimizaram, por delineamento de composto central
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rotacional (DCCR), a degradagdo de fenol em paralelo ao crescimento de biomassa da
bactéria Pseudomonas putida, onde foram estudadas a composicdo do meio para a
determinacdo da condicdo ideal que proporcionasse a maior degradacdo de fenol. Em
discussdo aos resultados do trabalho, foram geradas superficies de respostas indicando as
interacbes Otimas de composicdo para degradacdo e crescimento de micro-organismo.
Analisando as regibes das superficies de resposta geradas, foi possivel concluir que as
condi¢cdes Otimas de composicdo de nutrientes do meio para 0 aumento da degradacdo de
fenol por Pseudomonas putida foram de 0,750 g L™ para glicose; 0,150 g L™ para extrato de
levedura; 0,250 g L™ de NaCl; e 1 g L™ para (NH4),SOs, gerando um bom modelo de meio

com coeficiente de correlagdo de 0,9988 obtido.

2.2. Micro-organismos Biorremediadores

Os micro-organismos biorremediadores, em condi¢Oes naturais, sdo capazes de
aproveitar fontes energéticas disponiveis em uma grande variedade de residuos que
contenham uma fonte de carboidratos, tais como residuos vegetais e agricolas, de destilaria,
de madeireiras (BASSO, GALLO & BASSO, 2010). Essas fontes energéticas séo
primordialmente consumidas para a producdo de metabdlitos priméarios (proteinas, lipidios,
etc). Além dos metabdlitos primarios, necessarios para o desenvolvimento do micro-
organismo e sua proliferacdo, ha a producdo de uma diversidade de metabolitos secundarios
como acidos organicos, lactanas, estatinas, dentre muitas outras substancias quimicas de
classificagbes variadas e que podem apresentar propriedades bioativas diversas como
antibioticos, agentes redutores de colesterol, antitumorais e imunossupressores. (PUNT, 2002;
SMEDSGAARD; NIELSEN, 2004).

Estudos recentes também indicam a aplicacdo de micro-organismos em producédo de
alcool combustivel através do bagaco de cana-de-agUcar, madeiras e papéis (Trichoderm
areesei) (BASSO, GALLO & BASSO, 2010); producdo de antibidticos
(PEREIRA&OLIVEIRA, 2016; HE et al., 2002);degradacdo do benzeno, naftaleno, floureno
e biosorcdo de metais tragcos e radioativos(MARCHAND, 2017; WU, 2017); estudos de
genética, por crescerem e se reproduzirem com grande rapidez (LIMA, 2018); e fabricacao de
detergentes biodegradaveis (SILVA, 2014), dentre diversos outros papéis.

Bactérias como Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Rhodococcus, séo
capazes de utilizar o fenol como unica fonte de carbono e energia para eliminar
completamente substéncias tdxicas, viabilizando a biodegradagdo de fenol, entretanto, a

aplicacdo de fungos para a remediacdo de ambientes poluidos por compostos aromaticos e
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metais-trago vem conquistando interesse de estudo, visto que esse grupo de micro-organismos
é resistente a meios sobrecarregados de xenobidticos, ndo perdendo a sua eficiéncia de
degradacéo (JIANG, 2015).

2.3. Fenol

Devido ao crescimento das atividades industriais, 0s rejeitos produzidos e
descartados inadequadamente tém causado sérios danos ao ambiente onde sdo langados.
Dentre os principais poluentes encontra-se o fenol, substancia presente em efluentes téxteis,
ceramicos, de plastico, petroquimico, farmacéutico, de perfume, etc.. Este componente
quimico apresenta estrutura simples, porém, a sua alta toxicidade o caracteriza como causador
de sérios problemas ambientais (JIANG, 2015; SILVA et al.,2009).

Os fendis (Figura 2.2), grupo dos principais poluentes do setor petroquimico tem
efeito nocivo direto no homem, por conta da sua alta toxicidade, mesmo em baixa
concentracdo (1 mg mL™),pois este atua como carcinogénico e mutagénico (ZHANG, 2012).
De acordo com PINHEIRO e colaboradores (2010), a concentragdo maxima permitida pela
legislacdo brasileira para lancamento em afluentes é de 0,5 mg L™ de fenois totais, como
descrito no quadroda Figura 2.3 fornecida pela CETESB - Companhia Ambiental do Estado
de S&o Paulo (2015). A Resolucdo da CONAMA — Conselho Nacional de Meio Ambiente —n°
357/2005 (alterada pela resolucdo 410/2009 e 430/2011) estabelece uma nova concentragdo
méxima permitida de 0,003 mg L™ de fenois totais em agua de consumo humano (BRASIL,
2011). Quando em contato com a agua tratada, o composto sofre halogenacao pelo cloro
utilizado no sistema de tratamento, potencializando assim, a sua toxicidade, o que intensifica

a preocupacao sobre altas concentrac@es encontradas neste meio (CUNHA E AGUIAR, 2014).
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Figura 2.2: Estrutura dos principais esqueletos fendlicos
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Onde: (a) Flavonol; (b) tocoferol; (c) Acidos hidroxibenzoicos; (d) Acidos
hidroxicinamicos; (e) Fenol ou &cido fénico; e (f) Taninos.
Fonte: ANGELO E JORGE (2006) com adaptacdes.

Figura2.3: Quadro de teores maximos de fenois totais permitidos em agua.

Tipo de dgua Descrigio Feniis
Totais®
Doce - Classe | Abastecimento para o consumo humano;, protecio de comunidades 0,003 mg L’

aquaticas; recreacdo de contato pnmane; rngacio de hortahcas.
Doce - Classe 3 Abastecimento para o consumo humane, rmgacdo de culturas 0,01 mg L'
arboreas, cerealiferas ¢ forrageiras; pesca amadora; recreacio de
contato secundario; dessedentacio de animais,
Salna - Classe | Recreagio de contato primario; protecio de comunidades aquaticas; 0,06 mg L'
agquicultura e pesca.
Salobra - Classe 1 Recreagdo de contato primano; protecio de comumdades aquaticas; 0,003 mg L’
aquicultura ¢ pesca; abastecimento para o consumo humanao;
Irrigacio.
Etluente Quansquer fontes poludoras que lancam residuos em corpos de 0.5 mg L

dgua.

* substincias que reagem com d-aminoantipirna [17]

Fonte: CETESB (2015).

O composto apresenta um carater de acidez fraca, porém um alto valor de pKa, o que
justifica a sua alta ionizacdo. Soluvel frente a solventes organicos como agua, etanol e
cloroférmio, o composto apresenta ponto de ebulicio de 181,8 °C (MORITA E
ASSUMPCAO, 2007), o que dificulta a possibilidade de remoc&o por aquecimento, visto que
para este processo haveria a necessidade de um alto gasto energético. As propriedades fisico-

quimicas do fenol estdo destacadas na Tabela 2.1. Os dados foram compilados de um
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comunicado técnico fornecido pela CETESB (2015).

Tabela 2.1: Propriedades fisico-quimicas do fenol

FENOL
pH 6,0
pKa 9,9
Solubilidade 0,083 g/1gH,0
Peso Molecular 94,11 g mol *
Temperatura de Ebulicdo 181,8°C

Fonte: CETESB, 2015

O fenol quando absorvido pelo corpo humano por inalagdo, pode promover irritagdes
nas vias aéreas, danificando o sistema respiratorio, gerando convulsdes que, quando
agravadas, induzem ao 6Obito e em contato com o sistema digestivo pode levar a formagéo de
Ulceras (ALMEIDAet al., 2011).0 descarte de rejeitos com altas concentracfes de fenol em
ambientes com micro-organismos presentes os forcam a se adaptarem e tentarem utiliza-lo
como substrato para manutencao e resisténcia. Para que isso ocorra, 0 micro-organismo passa
a produzir enzimas especificas para biorremediar (JACQUESet al., 2007) esse substrato, por
meio de transformacdo ou degradacdo,gerando metabolitos, podendo estes apresentar

atividades de interesse cientifico.

2.4. Enzimas Polifenol oxidases (PPO’s)

A alta toxicidade dos fendis junto a sua alta persisténcia e a grande presenca em
rejeitos industriais faz com que formas de minimizacdo de impactos causados por esses
compostos sejam estudadas (ZANIN et al., 2014). O interesse por uso de micro-organismos
produtores de enzimas PPO’s ¢ devido & baixa toxicidade das suas enzimas no meio, visto que
as mesmas ocorrem naturalmente, podendo fazer parte de outras rotas metabdlicas. Algumas
dessas rotas metabolicas ja foram estudadas, e o primeiro passo para todas elas envolve a
hidroxilacdo do fenol pela polifenol oxidase, tanto para as de fonte bacterioldgica (Figura
2.4), gerando acidos organicos no fim da sua rota (ZHOU et al., 2016), quanto para a fungica
(Figura 2.5) que gera quinonas como produtos (WHITAKER, 1994).

MARTINKOVA e CHMATAL (2016) relataram que a cianeto hidratase e a
tirosinase, enzimas ecologicamente benignas produzidas por fungos filamentosos, conseguem
degradar totalmente fenol presente nos sistemas hidricos contaminados por coque — rejeito

industrial de alta carga organica - oriundo de mineradora, como segunda etapa de tratamento
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de efluentes, comprovando a eficiéncia de enzimas produzidas pelos micro-organismos na
degradacéo dos poluentes.
Figura 2.4: Rota metabélica de degradacgdo de fenol por bactéria.
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catecol 1,2-dioxigenase; 1, cicloisomerasemuconada; 2, muconolactonaisomerase; 3,
3-oxoadipato enol-lactonase.

Fonte: ZHOU e colaboradores, 2016.

Figura 2.5: Mecanismo de degradacdo de fenol por Polifenol oxidaseflngica
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Onde: A = o-difenol e B = monofenol;
Fonte: WHITAKER, 1994.

Lacase e tirosinase sao algumas das principais enzimas que representam as PPO’s. O
metabolismo da tirosinase faz com que haja a reducdo das estruturas fenolicas, por meio de
mecanismos distintos, o que faz a tirosinase gerar quinonas com conformacdo orto e para,
enguanto as lacases convertem o substrato em meta- e para-quinonas(ROSSATO, 2001).

A lacase (EC 1.10.3.2) é uma das enzimas do grupo das polifenoloxidases (Figura
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2.6) produzidas principalmente por fungos basidiomicetes - conhecidos popularmente por
cogumelos e orelhas de pau, caracteristicos da degradacdo de madeira em decomposicéo, e
por algumas espécies de fungos filamentosos, como por exemplo fungos de podriddo marrom
e preta. Sdo do grupo das cuproproteinas azuis, uma glicoproteina que possui quatro dtomos
de cobre as sua estrutura central, capaz de oxidar compostos fendlicos totais, entre
monofendis e polifendis. Existente e disponivel na natureza mais de 60 tipos de lacase, 0 que
as diferem sdo caracteristicas como a termoestabilidade e atividade cinética de cada enzima
deste grupo (ROSSATO, 2001).

Figura 2.6: Esquema genérico da estrutura do sitio ativo da lacase.

Fonte: BATISTELA, 2011.

A lacase tem o papel natural de despolimerizacdo da lignina em que a primeira etapa
dessa reacdo ocorre pela oxidacdo de um elétron de grupos fendlicos, presentes na estrutura da
lignina, gerando fenoxirradicais (VILELLA, 2006). Proteinas tendo um atomo de cobre no
seu nucleo, conhecidas como cuproproteinas, sdo capazes de catalizar reaces de oxirreducéo
a partir da interconvercéo do seu estado de oxidacdo entre Cu** e Cu*, como apresentado na
Figura 2.7, que descreve o esquema ciclico de oxirreducdo dos &tomos de cobre da estrutura

enzimatica da lacase. De forma mais direta, as lacases atuam oxidando as estruturas fendlicas
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a quinonas pelo sequestro de um elétron e retorna a sua forma inicial reduzindo O; a
H,O(FARIA, 2010; MULLER, 2008; AGUIAR E FERRAZ, 2011).

Figura 2.7: Ciclo de degradacdo do fenol pela lacase.

0, Lacase (Cu*") FOe

H,0 Lacase (Cu") FOH

Onde FOH= Fenol ; FO*=Radical fenolico.
Fonte: AGUIAR E FERRAZ,2011

As quinonas sdo grupos de metabdlitos secundarios formados biogeneticamente por
reacOes oxidativas a partir de xenobidticos presentes no meio (indutores) como, por exemplo,
compostos fenolicos. Quinonas tém sido alvo de grande interesse por atuarem como
antitumorais e anticancerigenas, promovendo apoptose celular (SOUSA, 2013).

Para determinar a presenca de lacase no meio em processo de biorremediacdo, ha a
necessidade da dosagem de atividade enzimatica, sendo utilizada a reacdo com ABTS (2,2
azino-bis-(3-etileno-tiazole-6-sulfénico)) (Figura 2.8), um agente com alto potencial oxidante
que funciona como mediador e co-oxidante, podendo interagir com a enzima, alterando o
estado de oxidacdo da hidroxila (MESTER E TIEN aput MAJCHERCZYK, 2000). O uso de
mediadores nas reac6es de oxirreducdo da lacase tem como justificativa o seu baixo potencial
eletroquimico padrao, variando entre 0,4 v e 0,8 v, sendo este potencial independente da fonte
e forma de producédo da lacase, e, com adicdo de mediadores de baixo peso molecular ao meio
reacional, faz com que ocorra 0 aumento da sua atividade oxirredutora, possibilitando uma
maior atuacdo da atividade enzimaética frente ao fenol (ARANTES E MILAGRES, 2009;
CRISTOVAO, 2010), bem como possibilitando pardmetros cinéticos que caracterizam a

atividade da enzima.
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Figura 2.8: Estrutura molecular do radical ABTS
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2.5. Parametros e constantes enzimaticas

A cinética de atividade enzimatica mostra qual o comportamento enzimatico frente ao
substrato disponivel. Os principais parametros estudados sé@o Ky, e Vmax. Estes parametros séo
definidos para mostrar a saturacdo da enzima frente ao substrato, apresentando também em
que ponto a velocidade torna-se constante, ou seja, independe da concentracdo de substrato,
neste caso, o fenol. A constante de Michaelis-Menten, Kr,, € a concentracdo de substrato em
que a velocidade inicial (Vo) se iguala a metade de velocidade méxima. Esta constante é
utilizada para medir o qudo rapida serd a reacdo a partir do aumento da concentracdo de
substrato. Pertence a cada enzima um valor de Ky, especifico para cada substrato, podendo
este valor ser alterado pelo efeito de inibidores na reacdo enzimatica (SIQUEIRA et al.,
2011).

A Vwax € a velocidade maxima inical necessaria para que todos os sitios ativos
enzimaticos estejam ocupados. A partir da equacdo da reta obtida no tratamento dos dados da
andlise, sugere-se que quanto menor o valor de Ky, encontrado, maior sera a interacdo entre a
enzima e o substrato (WHITAKER, 1994).
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo Geral

Aplicar técnica de biorremediacdo utilizando fungos filamentosos, para degradagdo
de fenol utilizando sistema-modelo de poluente.

3.2. Objetivos Especificos
v Avaliaras condi¢cdes de biorremediacdo de fenol utilizando fungos filamentosos

endofiticos;

v Otimizar as condicGes de biorremediacéo de fenol;

<

Determinar o perfil de degradacéo de fenol em meio aquoso;
v Quantificara atividade enzimatica da enzima lacase para obter parametros

fundamentais que caracterizam o comportamento enzimatico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Micro-organismos isolados

Foram utilizadas 54 isolados de fungos filamentosos endofiticos isolados de videiras
da regido de Diamantina — MG, pertencentes a colecdo do Laborat6rio de Produtos Naturais e
Biotecnologia (LPNBio) do Centro de Pesquisas em Quimica - CEPEQ, campus de
Itapetinga, Bahia.

4.2. Métodosde Analise

4.2.1. Selecdo primaria de isolados

Fungos filamentosos foram submetidos a crescimento em placas contendo meio
solido enriquecido com fenol. O analito utilizado para o meio foi o fenol cristal PA da marca
Synth (validade: 04/2020), sendo sua massa adicionada diretamente ao preparo do meio de
cultivo. Este teste foi realizado para a excluséo de isolados que ndo resistissem a toxicidade do
poluente para a manutencdo do crescimento da col6nia. Cada isolado foi inoculado em placas
de concentracdes minima e maxima, 200 mg L™e 700 mg L™ de fenol,respectivamente.

Preparou-se 0 meio de cultivo Batata, Dextrose e Agar (BDA) da marca Acumedia
(validade: 12/2020) enriquecido em quantidades correspondentes as concentra¢des de fenol
supracitadas.

O meio foi esterilizado e acondicionado em placas de Petri previamente esterilizada,
ambos em autoclave vertical da marca Prismatec© modelo CS (ltu, Brasil), a 121 °C e Olatm.
Apos a inoculacdo, as placas foram incubadas por 5 dias a temperatura ambiente (T = 27°C)

para o desenvolvimento das coldnias.

4.2.2. Selecdo secundaria de isolados

um sistema de andlise de biorremediacdo do fenol in vitro foi criado, em que se
estabeleceu uma solugdo de fenol PA marca Synth (validade: 04/2020) na concentracdo de
500 mg L™, sendo esta utilizada como sistema-modelo de contaminante (SMC). Essa solucio
foi utilizada como substrato para todas as analises a seguir.

Os isolados pré-selecionados foram repicados em meio BDA e submetidos a
crescimento por sete dias para o preparo de solucdo de suspensdo de esporos. Utilizaram-se
trés tubos de ensaio com meio solido inclinado de cada isolado para que a solucdo final
alcancasse a concentracdo de aproximadamente 10° esporos mL™. Os tubos foram lavados
com 100 mL de &gua estéril para cada isolado, sendo a superficie do meio de cultura

devidamente friccionada com palitos de madeira estéreis promovendo a soltura dos esporos na
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solugéo. Frascos tipo erlenmeyer de 125 mL foram preenchidos com 50 mL da solucdo do
sistema-modelo de contaminante (SMC), esterilizada em autoclave vertical, resfriada a
temperatura ambiente, para a adicdo de 20 mL da solugdo de suspensdo de esporos (SSE),
correspondendo uma proporcdo de 5:2 (SMC:SSE) v/v. Cada isolado selecionado foi testado e
analisado em triplicata. As amostras foram incubadas sob temperatura controlada de 30°C, a
150 rpm em incubadora com plataforma de agitacdo orbital da marca Quimis® modelo
Q816M20 (Hangzhou Zhejiang, China), durante o periodo de 25 dias.

4.2.3. Perfil de degradacéo de fenol

Aliquotas do meio de fermentacdo (descrito no item 4.2.2) foram tomadas para
analise de cinética de degradacdo a cada 05 dias. Para a identificagdo da presenca de fenol
utilizou-se como teste qualitativo a metodologia de determinacdo de compostos fendlicos
totais, descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999), utilizando o Reagente de Folin-Ciocauteau
(RFC) marca Haloguimica (validade 01/2009). Para tal analise foi utilizada 0,250 mL do meio
de fermentagdo com adicdo de 0,250 mL do RFC e 0,500 mL de solucdo aquosa saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) marca Dinamica(validade 05/2020).0 volume foi completado
para 5 mL com agua destilada e submetido a agitacdo. Apos 25 minutos em repouso e sob o
abrigo de luz, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro UV-Visivel da marca
Shimadzu® (Kioto, Japdo) modelo UV-1800.

Uma curva analitica foi construida em espectrofotémetro nas concentra¢des de 0,300,
0,400,0,500, 0,800, 0,900 e 1,000 g L™, em triplicata, utilizando fenol cristal PA, sendo os
seus resultados expressos em forma de um grafico (Figura 4.1) correlacionando absorbancia e

concentracdes de fenol (g L™).
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Figura 4.1: Curva de calibragdo de concentragdes de fenol
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4.2.4. Potencial de atividade enzimatica de lacase

O isolado 01, selecionado como sendo melhor agente biorremediante, foi utilizado
para a continuidade dos estudos. A atividade de lacase total produzida pelo isolado foi
determinada com base na reacdo da oxidacdo do reagente ABTS-4cido 2,2'-azino-bis (3-etil
benzotiazolino-6-sulfénico), marca Sigma (validade 08/2022). A reacdo foi realizada pela
adicdo de 100 pL do caldo fermentado a 800 pL de tamp&o acetato de sédio 170 mmol L™
(pH 5,0) e 100 pL de solucdo de ABTS em concentragdo 5 mmol L™. Toda a reacéo foi
conduzida a temperatura ambiente (T=27°C). A leitura foi feita em espectrofotdmetro, em
comprimento de onda de 420nm ap6s 5 minutos de reacdo (BOURBONNAIS E PAICE,
1990; BUSWELL et al.,1995 adaptado por DUARTE, 2009). Todos 0s posteriores ensaios
utilizando atividade enzimatica de lacase foi utilizado o tempo de melhor resposta enzimatica
de 20 dias de fermentacdo. Para o calculo da atividade enzimatica foi utilizada a equacéo
abaixo:

. 6
A= AE-107 Equacéo 4.1

€420 AT

Em que A = atividade da lacase (UImL™); AE = crescimento do comprimento de
onda; &,,, = absortividade molar (36000 M™ cm™); e AT sendo o tempo (min.) necessério

para a reagéo ocorrer.
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4.2.5. Termoestabilidade enziméatica

Para 0 ensaio de termoestabilidade, uma aliquota de 10 mL da amostra
biorremediada foi submetida ao método de variagdo de temperatura descrita por Franca-
Santos e colaboradores (2009) com adaptagdes da faixa de temperatura. A variagdo ocorreu a
cada 10°C, numa faixa entre 40°C e 70°C em que as amostras foram submetidas a
aquecimento em cada temperatura, variando o tempo de permanéncia entre 0 e 30 minutos
para que a cada 10 minutos de tratamento térmico fosse dosada a atividade enzimatica
residual de lacase (Iltem 4.2.4).

4.2.6. Determinacdo de pH 6timo para atividade enzimatica

Buscando a determinacdo do pH 6timo da atividade enzimética, a amostra a ser
biorremediada, foram testados os pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0com adicdo de solucdo tampao
acetato 200 mM. Essa faixa foi escolhida, pois a metodologia aplicada para determinar a
atividade da lacase neste trabalho foi executada com adigcdo de tampdo acetato 200 mM pH
5,0, 0 que faz deste pH o ponto central da analise de pH 6timo. Em todas as amostras foram
adicionados 12mL de solucdo tamp&o acetato 200 mM nos pHs descritos acima. Em seguida,
foram submetidas a agitacdo com temperatura controlada, como descrito no Item 4.2.3. Para a
determinacéo da atividade enzimatica da lacase também se seguiu a metodologia ja aplicada,

descrita no Item 4.2.4.
4.2.7. Perfil de degradacao de fenol aplicando condicdes 6timas de fermentacao

Para a construcdo do perfil de degradacdo, foi utilizada a metodologia descrita por
Sivasubramanian e Namasivayam (2013) onde o isolado foi inoculado em pH e temperatura
ideais para crescimento e producdo enzimatica, variando as concentracdes de fenol presente
no meio numa faixa de 0,05 g L™ e 2,0 g L™. Os valores das concentracdes residuais de fenol
foram convertidas a percentual e expressas em gréafico, avaliando a resisténcia do micro-

organismo frente a diferentes concentracdes do analito.

4.2.8. Determinacdo das constantes de Michaelis-Menten (K,) e da velocidade

maxima de reacao (Vmax)

O calculo da constante de Michaelis foi obtidoatravés Equacao 4.2a, em que égerada
uma curva de saturacdo da enzima versus a concentracdo de substrato de carater hiperbdlico,
dificultando a andlise dos resultadosetornando os parametros avaliados sucetiveis a

consideraveis variacdes (Kn e Vmax). A segunda formula descreveu o método de quantificacdo
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linear conhecida como o duplo reciproco de Lineweaver-Burk (Equagdo 4.2b) para inibigdo
em que os valores de concentracgdo e atividade enzimatica sdo invertidos, dando origem a um
grafico linear, em que a extrapolagdo dos pontos nos eixos permite o calculo das variaveis.

Segue abaixo equacao que representa 0 comportamento do gréfico:

_ V.max - [S,]

Equacdo 4.2 a
Ko + [So] ques

[E

K, 1 1

R . +
|4 Vmax [So] Vmax

Equacdo 4.2 b

4.2.9. Delineamento e otimizacéo experimental

Para o delineamento experimental, seguiu-se 0 modelo 2¥, onde k=2, representando
as duas variaveis independentes, gerando quatro ensaios; adicdo de trés ensaios de ponto
central (PC), que representam as condi¢des iniciais e usuais da analise, junto com mais quatro
ensaios axiais, condicBes essas que tendem a -oo a +oo, simulando condicfes extremas de
analise. Asduas variaveis, pH e % de NaCl, foram estudadas, em que se adotou o
delineamento de composto central rotacional (DCCR), de ordem 2. Para o calculo dos
valores dos niveis superiores e inferiores axiais foi utilizada a Equacdo 4.3, em funcdo da

quantidade de variaveis independentes (k=2):

o0 = (2K) a = 1,41 Equacio 4.3

As variaveis independentes estudadas, juntamente com as suas respostas, foram tratadas
no software Statistica® versdo 10.0 (STATSOFT). Apds as andlises, os dados foram ajustados
com aplicacdo da Superficie de Resposta, demonstrando o comportamento de cada variavel
cruzamento das respostas obtidas. Através dela, p6de-se obter um modelo de condigdes que
gerou maior atividade enzimatica, considerado como modelo 6timo. Cada ensaio foi analisado
em duas repeticoes e a leitura da atividade enzimatica de cada repeticdo foi feita em triplicata.
Apos teste de resisténcia (Item 4.2.7), foram adicionadas as amostras porcentagens de cloreto
de sodio (NaCl), sal este que compde aproximadamente 90% da salinidade marinha, ambiente
foco a ser biorremediado pelo presente estudo. A concentracdo de sal foi variada durante a
otimizacdo da producgdo enzimatica. Os fatores e niveis estudados foram descritos na Tabela
4.1.
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Tabela 4.1: Matriz de delineamento de composto central rotacional para o estudo da

otimizagéo de atividade de lacase.

Fatores
Variaveis independentes -1,41 -1,0 0 +1,0 +1,41
pH 2,18 3,0 5,0 7,0 7,82

% NaCl (m/v) 1,0 2,75 3,5 4,25 6,0
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Selecdo primaria de isolados

Apos a inoculacdo dos 54 isolados em placas com meio enriquecido por solucdo de
fenol nas concentracdes de 200 mg L™ e 700 mg L™*(Figura 5.1), foi avaliado qualitativamente
0 crescimento dos isolados que conseguiram se desenvolver frente as duas concentragdes de
fenol adicionadas, onde notou-se o crescimento regular de colonias de 14 isolados, nas duas
concentracdes de fenol de forma simultanea, visto que os demais isolados cresceram apenas
nas placas com concentracdo de fenol de 200 mg L™. Vale salientar que, os isolados 27 e 46
ndo conseguiram se desenvolver na presenca do fenol, indicando que o poluente em questdo é
toxico para 0 crescimento e manutencdo dos mesmos. O comportamento de inibicdo do
crescimento dos isolados era esperado, pois o fenol ja foi utilizado como base para
antifungicos comerciais, sendo extinto por sua alta toxicidade. Os demais resultados da
selecdo primaria estdo dispostos na Tabela 6 (Apéndice A), contendo resultados positivo e

negativo sobre o crescimento de cada isolado.

Figura 5.1: Crescimento do isolado 01 na selecdo primaria em placa de meio
BDA adicionado de (a) 200 mg L™ e (b) 700 mg L™.

(a)

Fonte: préprio autor
5.2. Sele¢do secundaria de isolados

Os isolados resistentes concomitantemente as duas concentracdes de fenol em meio
solido foram submetidos a fermentacdo submersa tendo como composicdo do meio uma
solucdo aquosa de fenol na concentragdo de 500 mg L™, analito estudado e utilizado como

Unica fonte de carbono para crescimento dos isolados, sendo a concentracéo escolhida a partir
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da média entre as concentracdes j utilizadas na selegdo primaria, simulando um processo de
biodegradacao. Apds o processo fermentativo de 25 dias, os valores de concentracéo de fenol
residual foram obtidos e agrupados, gerando um gréfico (Figura 5.2), que expressa o perfil de
comportamento dos isolados frente ao sistema-modelo de poluente. Os isolados selecionados
neste presente estudo resistiram ao meio contaminado com concentragéo inicial de 500 mg L™
de fenol.

ZANIN e colaboradores (2013) estudaram o comportamento do Aspergillus flavus
como agente biodegradante de fendis em aguas residuais de postos de combustiveis a uma
concentracdo inicial de 10 mg L™ com adicdo de fontes externas de nutriente, obtendo-se
como resultado uma concentragéo final de 6,7 mg L™ de fenol num periodo de 4 dias.

Dentre os 14 isolados escolhidos na selecdo priméria, 05 isolados conseguiram se
desenvolver em meio liquido tendo o fenol como dnico nutriente. Foi observado que 0s
isolados 37 e 47 mostraram um comportamento de atividade semelhante, com base nos
valores de concentracdo de fenol residual encontrados, sugerindo que ambas tenham
conseguido degradar a mesma quantidade de fenol no meio. Essas consideracdes foram
observadas a partir dos valores semelhantes de concentracdo iniciais e finais. O isolado5
mostrou uma baixa eficiéncia na degradacdo de fenol nos primeiros 5 dias e ap0s isso se
mantiveram estaveis os valores encontrados para a concentracdo de fenol. Sugere-se a esse
comportamento a baixa resisténcia deste micro-organismo ao poluente.

Em destaque, tem-se os resultados dos isoladosl e 11, tendo eles os melhores
resultados na biodegradacdo do contaminante. Os isolados citados mostraram-se com alta
eficiéncia de metabolizar o contaminante, fazendo com que o valor da sua concentracdo final
encontrada fosse reduzido a 0,0% e 0,6% respectivamente. Os valores encontrados sdo
referentes a atividade degradativa de fenol por estes isolados fungicos como Unica fonte de

nutriente para desenvolvimento do isolado.
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Figura 5.2: Degradagéo de meio adicionado de concentracéo 0,500 g L™ de fenol.
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5.3. Perfil de degradacéo de fenol

O isolado selecionado foi submetido novamente a degradagdo de fenol em
concentracdo utilizada na selecdo secundaria, onde foi possivel observar que o perfil de
degradacdo visualizado na analise anterior (item 5.2) foi mantido e evidenciou a mesma
eficiéncia para a reducdo de concentracdo de contaminante no meio, sendo totalmente
exaurida. Na Figura 5.3foi possivel observar o decaimento da concentragdo, no decorrer dos
dias de fermentacdo, tendo como resultado final um caldo fermentado com concentracdo de
0,0032+0,005 g L™ de fenol total residual.
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Figura 5.3: Perfil de degradacéo de fenol de concentragdo 0,500 g L™ em funcéo do
tempo de fermentacdo pelo isolado01 selecionado.
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5.4. Atividade enzimatica de lacase

A atividade de lacase foi determinada utilizando o agente oxidante ABTS (descrita
no item 4.2.4), tendo unidade de medida Ul mL™, foi encontrado neste experimentos os
valores de atividade minima e maxima de lacase em 0,0240UI mL™ e 0,2423 Ul mL*
respectivamente. O comportamento da atividade enzimatica encontra-se na curva de atividade
enzimatica apresentada no gréafico da Figura 5.4.

Figura 5.4: Atividade enzimatica de lacase durante o tempo de fermentacéo.
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A partir desses dados verificou-se que a atividade média encontrada foi de A=

0,133 Ul mL™. Faria (2010) encontrou Aj,; maxima de 0,022+0,001 Ul mL™, utilizando
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xilidina como substrato na producédo da enzima pelo fungo Ceriporiopsis subvermispora. Este
valor é inferior ao encontrado nesse estudo e se aproxima ao valor encontrado no 5° dia de
fermentacdo deste trabalho, reafirmando o grande potencial do isolado em estudo na producéo
enzimatica para a oxidacdo do poluente. Baptista e colaboradores (2012) encontraram
atividade enzimética para lacase de 0,00194 Ul mL™ pelo fungo Penicillium commune
fermentado em meio Sabouraud, evidenciando que os valores encontrados neste trabalho sao
superiores a analises de remediacdo utilizando meios suplementados por fontes externas de

nutrientes.
5.5. Termoestabilidade enzimética

A Figura 5.5 mostra a diminuicdo da atividade enzimatica apds a submissdo da
amostra a partir da primeira temperatura do tratamento térmico (40°C), em que foi possivel
visualizar um comportamento de reducéo da sua atividade, sendo apontada a alta sensibilidade
térmica, que pode ser indicativo de inicio de degradacéo, seguido da desnaturacdo da estrutura
enzimatica. Visto que o processo de fermentacdo para a producdo enzimatica da lacase,
buscando a biorremediacédo do fenol, foi conduzido a temperatura de 30°C, observou-se que 0
maior valor de atividade de lacase foi registrado na mesma temperatura utilizada no seu
processo de producdo pelo isolado 01. Pacheco e Soares (2014) estudaram a estabilidade
térmica da lacase utilizada na degradacéo de efluentes de inddstria papeleira, onde revelaram
que na faixa de 40°C a atividade enzimatica reduziu cerca de 70%, e quando submetida a
temperatura de 50°Cocorreu o total desnaturamento da estrutura enzimatica, dados que se

assemelham aos resultados obtidos nesse estudo.
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Figura 5.5: Atividade enzimética de lacase em relacdo ao tempo para uma faixa de

cinco tratamentos térmicos.
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Liu e colaboradores (2016) estudaram a o efeito da temperatura na atividade da
Acinetobacter calcoaceticus,do grupo das Gamma proteobactérias, isolada de agua residual
da industria de petroleo, visando encontrar o valor 6timo no processo de degradacdo de
fenol, em que foi verificado que o aumento da temperatura em uma faixa de 20°C a 35°C
proporcionou a Acinetobacter calcoaceticuso aumento de desempenho do potencial de
degradacdo, entretanto, quando submetidos a temperaturas superiores a essa faixa, foi
desencadeada a perda dessa caracteristica. As caracteristicas encontradas no estudo
conduzido sdo coincidentes aos valores encontrado no presente estudo, justificando o
comportamento de melhor atividade enziméatica encontradas na faixa de temperatura de
30°C.

5.6. pH otimo para atividade enzimatica

Foi avaliado entre uma faixa de pH o favorecimento maior sobre a producdo da
enzima pelo fungo filamentoso em meio &cido, sendo os resultados de atividades enzimaticas
expressos na Figura 5.6. Isso foi mostrado no ensaio de atividade enzimatica em que se
observou uma maior intensidade de atividade de lacase no pH 3,0. Isso reafirmou o carater
acido do analito, bem como a necessidade de uso de tampdo em faixa de pH 5,0 para a
quantificacdo de atividade enzimatica, mostrando a sua afinidade a ambientes &cidos. Com
isso, foi realizado como atividade posterior em DCCR para correlacionar os dados obtidos nas
analises de melhor temperatura e pH, buscando encontrar a condi¢do ideal com vistas a

promover a producdo enzimatica no meio biorremediado.
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Figura 5.6: Atividade enzimética de lacase sob a variacao de pH.
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5.7.  Perfil de degradagdo 6timo e resisténcia enzimatica frente ao poluente

O isolado 01 foi testado frente a variacdo de concentracdo de fenol, seguindo método
descrito no item 4.2.3, porém, nas condigdes otimizadas, em temperatura 6tima 30°C e o pH
otimo 3,0. Foi construida figura com o percentual de degradacdo de fenol com o aumento da
concentracdo do mesmo (Figura 5.7), onde foi possivel perceber que nas concentracdes
crescentes de fenol de 0,05 g L™ até 0,750 g L™ houve a total remocao de fenol pelo isolado

0lem estudo.

Figura 5.7: Perfil de degradacéo do isolado 01 frente a diferentes concentracdes de
fenol.
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Ao analisar os resultados descritos no grafico e correlacionando as informacgtes

descritas na literatura, péde-se sugerir que o isolado 01, escolhido para o processo de
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biorremediagéo de fenol em efluentes, conseguiu resistir e degradar totalmente concentracoes
inferiores a 0,750 g L™ de fenol, sendo que as concentracdes superiores testadas ocasionaram
no decaimento do percentual de degradacédo, sugerindo a inibicdo da atividade fungica pelas
altas concentragcfes do poluente em meio pobre de nutrientes. Sivasubramanian e Namasivayam
(2013) obtiveram resultados em que 0 seu conjunto micro-organismos eficientes (ME-1),
composto por Lactobacillus plantarum; Candida utilis e Actinomicetos Streptomycesalbus; e
Aspergillus oryzae, ativados a um pH 3,5, apresentou um perfil de degradacéo semelhante ao
do isolado 01 em estudo, reduzindo meio Ramsay enriquecido, em concentracdes de fenol
variando entre 0,250 g L™ a 1,0 g L™, onde obteve total remocdo em meio enriquecido com
fenol, salientando a eficiéncia do isolado 01, visto que o seu potencial biorremediador se
aproxima aos resultados encontrados utilizando o pool de 4 micro-organismos distintos

associados.

5.8. Determinagéo das constantes enzimaticas de lacase

Para a determinacédo de coeficientes de cinética enzimatica foram utilizadas solucGes
aquosas de fenol, nas concentracdes de 0,05 g L™ a 2,0 g L™, submetidos & degradagdo nas
melhores condicdes de pH e temperatura. Os sinais de atividade obtidos foram submetidos a

tratamento para a conversdo e obtencdo dos valores de K, e Vmax (Figura 5.8).

Figura 5.8: Determinacao dos parametros Kn, € Vmaxaplicando o método de
quantificacdo linear duplo reciproco de Lineweaver-Burk.
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Os valores de Ky, € Vma encontrados foram de 0,168g L™ e 0,697 g L™ min®

respectivamente. Esses valores foram considerados bons por serem alcancados a partir do

processo fermentativo de producdo enzimatica, sob condicOes severas ao micro-organismo,
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utilizando o fenol como Unica fonte de nutriente, baseado nos resultados obtidos na selecdo
secundaria. Espera-se que, com o0 enriquecimento do meio a ser biorremediado, com a adigdo
de fontes, em quantidades 6timas de carbono e nitrogénio, a producdo e atividade enzimaticas
aumentem, melhorando a eficiéncia de biorremediacdo. Porém o diferencial do presente
trabalho foi o estimulo do crescimento e atividade enzimatica em meio pobre de

suplementacdo para o desenvolvimento do micro-organismo, 0 que ocorreu com éxito.

5.9. Otimizacao da atividade enzimatica de lacase

Foi plotada uma superficie de resposta (Figura 5.9) para expressar graficamente o
comportamento experimental, a partir dos resultados expressos na Tabela 5.1, bem como o
diagrama de Pareto (Figura 5.10), mostrando as respostas e interacGes entre as variaveis

analisadas.

Tabela 5.1: Delineamento experimental aplicado, apresentando a combinacdo das variaveis
independentes (pH e % NaCl) e valores médios de atividade enzimatica de lacase em sistema-
modelo de contaminante de fenol ap6s 20 dias de fermentagéo.

Ensaios pH % NaCl (m/v) Atividade média (Ul mL™) ™
1 3,0 2,75 0.3463
2 7,0 2,75 0.4962
3 3,0 4,25 0.3203
4 7,0 4,25 0.4223
5 2,18 3,5 0,3352
6 7,82 3,5 0,4815
7 50 1,0 0,5889
8 50 6,0 0,3241
9 5,0 3,5 0,4241
9 5,0 3,5 0,4093
9 5,0 3,5 0,4148

"N=2, em triplicata.
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Figura 5.9: Superficie de Resposta em funcdo das varidveis independentes da atividade
enzimatica de lacase, produzida pelo isolado 01, na degradacdo de fenol em sistema-

modelo, em funcdo dos niveis de pH e porcentagem de NaCl adicionados (%NaCl).
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A partir do gréafico da superficie de resposta gerado foi possivel observar que as
condicbes de pH e porcentagem de sal (% m/v) sdo inversamente proporcionais para a
obtencdo de melhores respostas. Foi possivel observar que a regido de coloragdo mais intensa,
indicando maior intensidade na resposta, ocorreu quando o valor de pH foi maximo enquanto
o0 valor de porcentagem de sal foi minimo. Caso houvesse o aumento da faixa de variacao
analisada seria possivel notar a presenca do aumento da intensidade de sinal na outra
extremidade da superficie de resposta, mostrando sinais inversos: o sinal se intensificaria
quando o pH fosse minimo e a porcentagem de sal fosse maxima O modelo de superficie de
resposta gerou valores criticos de andlise para a obtencdo de Otima atividade enzimaética,
determinando para tal condicdo o pH 5,3 e percentual de sal 4,07 (m/v). Esses resultados
predisseram que as variaveis sofreram interacdes entre si, logo foi gerado o diagrama de
Pareto (Figura 5.10) para comprovacdo de tal analise.



44

Figura 5.10: Diagrama de Pareto mostrando a significancia das variaveis testadas para a

otimizagdo da atividade enzimatica de lacase na biorremediacédo de fenol.
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O diagrama de Pareto mostrou que todas as variaveis sdo significativas, tanto no
modelo linear quanto quadratico, que ha interacdo entre ambas e as respostas obtidas
expressas no diagrama, afirmaram que, o sistema de fermentacdo do isolado em estudo, com
adicdo de porcentagens de NaCl e diferentes pHs, ndo se adequou aos modelos matematicos
linear (L) e quadratico (Q). Como analisados na superficie de resposta, os valores das
variaveis independentes estudadas foram inversamente proporcionais para a obtencdo de boa
variavel resposta (atividade enzimatica). Seria possivel o ajuste das faixas de andlise para
buscar as condi¢cdes 6timas de analise, mas os dados obtidos ndo se adequaram aos modelos
multivariados. Foi sugerida a fixacao variavel de porcentagem de sal pensando no processo de
biorremediacdo utilizando como base para 0 meio de fermentacdo a 4gua marinha, para em
uma posterior aplicacdo de forma mais confiavel ao ambiente a ser tratado, bem como sendo
uma amostra genuina e bastante representativa por conter, além do seu composto majoritario
(NaCl, aprox. 3,5% m/v), outros componentes presentes que podem ser utilizados pelo micro-

organismo como diferentes fontes.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o isolado 01 teve a capacidade de produzir a
enzima lacase de forma eficiente e com boa atividade enzimatica para a degradacdo de fenol.
Notou-se que a concentracdo de sal, pH e temperatura foram varidveis importantes no
processo. O referido isolado foi eficiente na aplicagéo de biodegradacédo e biorremediacéo de
compostos fendlicos poluentes em &guas residuais, eliminando o fenol presente em sua
totalidade para meios de concentragdo méaxima de 0,750 g L™ de fenol. A biorremediacéo é
uma técnica eficaz em degradacdo de poluentes, o isolado empregado mostrou-se resistente,
salientando a busca, bem como a importancia, de se estudar novas espécies de micro-
organismos eficientes, no tocante a remediacdo de meios carregados de substancias tdxicas, e,

portanto, com potencial para ser aplicado na remocao de compostos fendlicos poluentes.
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Apéndice A — Tabela 6: Dados da selegdo primaria para teste de crescimento de isolados

em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) com enriquecimento de fenol nas concentracoes

de 200 mg L™ e 700 mg L™

Crescimento qualitativo

Micro-organismo isolado

200 mg L™ de fenol

700 mg L™ de fenol

LPN-01 Positivo Positivo
LPN-02 Positivo Negativo
LPN-03 Positivo Positivo
LPN-04 Positivo Negativo
LPN-05 Positivo Negativo
LPN-06 Positivo Negativo
LPN-07 Positivo Positivo
LPN-08 Positivo Negativo
LPN-09 Positivo Negativo
LPN-10 Positivo Positivo
LPN-11 Positivo Positivo
LPN-12 Positivo Negativo
LPN-13 Positivo Negativo
LPN-14 Positivo Positivo
LPN-15 Positivo Negativo
LPN-16 Positivo Negativo
LPN-17 Positivo Negativo
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LPN-18 Positivo Negativo
LPN-19 Positivo Negativo
LPN-20 Positivo Negativo
LPN-21 Positivo Negativo
LPN-22 Positivo Negativo
LPN-23 Positivo Negativo
LPN-24 Positivo Negativo
LPN-25 Positivo Positivo
LPN-26 Positivo Positivo
LPN-27 Negativo Negativo
LPN-28 Positivo Negativo
LPN-29 Positivo Negativo
LPN-30 Positivo Negativo
LPN-31 Positivo Negativo
LPN-32 Positivo Positivo
LPN-33 Positivo Negativo
LPN-34 Positivo Negativo
LPN-35 Positivo Negativo
LPN-36 Positivo Positivo
LPN-37 Positivo Positivo
LPN-38 Positivo Negativo
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LPN-39 Positivo Negativo
LPN-40 Positivo Negativo
LPN-41 Positivo Negativo
LPN-42 Positivo Negativo
LPN-43 Positivo Negativo
LPN-44 Positivo Negativo
LPN-45 Positivo Negativo
LPN-46 Negativo Negativo
LPN-47 Positivo Positivo
LPN-48 Positivo Positivo
LPN-49 Positivo Negativo
LPN-50 Positivo Negativo
LPN-51 Positivo Negativo
LPN-52 Positivo Negativo
LPN-53 Positivo Negativo
LPN-54 Positivo Negativo




