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RESUMO

Este trabalho objetivou investigar o potencial biotecnoldgico de Curvularia lunata
UFPEDAB885/URMG6179 na producdo de enzimas lignoliticas e biossurfactante utilizando
6leo diesel como substrato. Para selecdo deste fungo, utilizou-se acido galico e solucéo de
Manachini acrescida de 6leo diesel (2%), seguida da quantificacdo de lacase (LaC), lignina
peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP). Posteriormente, realizou-se planejamento
fatorial completo 3% variando pH e temperatura, para otimizacdo da producgéo das enzimas
lignoliticas e avaliou-se o efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade
enzimética. Para a producdo de biossurfactante, realizou-se um delineamento composto
central rotacional 2* variando: inéculo, NHs;NO3, MnSO4H,0 e CuSO,5H,0. Inoculou-se o
fungo em meio mineral Bushnell Haas modificado, acrescido de 2% de 6leo diesel, onde
foram avaliados: tenséo superficial e os efeitos do pH, temperatura e salinidade (NaCl) na
atividade emulsificante e na estabilidade da emuls&o. Por fim, verificou-se a toxicidade do
biossurfactante e a biorremocdo de O6leo automotivo em solo arenoso. C. lunata
UFPEDAB885 foi selecionado como produtor das trés enzimas do sistema lignolitico. No
planejamento fatorial, observou-se otimizacdo na producdo de LaC em nove vezes
(1940U/L+4). Esta enzima, apesar de instdvel nas condicOes testadas, foi produzida em
maior quantidade por C. lunata UFPEDA885, em pH 3,4 a 65°C. Houve otimizagdo na
producédo de LiP (1480U/L+6) em 24 vezes, sendo estavel, com pH ideal para producdo de
6,2 a 65°C. A maior producdo de MnP por C. lunata UFPEDAS885 foi 820U/L +3,5, um
aumento de cerca de 15 vezes, sendo esta enzima estavel, com maior producdo em pH de
3,4 a 50°C. C. lunata UFPEDA 885 produz biossurfactante, reduzindo a tenséo superficial
até 32,9mN/m. Este fungo é capaz de emulsificar até 98% de O6leo automotivo, com
elevada estabilidade em diferentes valores de pH, temperatura e salinidade. Houve baixa
toxicidade frente a sementes de Cucumis sativa e a CL50 para Artemia salina ocorreu a
25% de extrato bruto do biossurfactante. Por fim, houve remocdo de 93,5% de dGleo
automotivo em solo arenoso pelo extrato bruto produzido. C. lunata UFPEDAS885 ¢é
indicado para producdo de LiP, MnP, biossurfactante e bioemulsificante, utilizando 6leo
diesel como substrato visando aplicacao industrial e na biorremediacao.

Palavras-chave: Lignina Peroxidase, Manganés Peroxidase, Lacase, Tensdo Superficial,

Fungos Ascomicetos, Biorremediacao.



ABSTRACT

This study aimed at investigates of the biotechnological potential in Curvularia lunata
UFPEDAB885/URMG6179 produces lignolitics enzyme and biosurfactant using diesel oil as
substrate. To check this fungus was used and gallic acid and solution Manachini plus diesel
oil (2%), followed by quantification of laccase (Lac), lignin peroxidase (LiP) and
manganese peroxidase (MnP). Subsequently a 32 full factorial design varying pH and
temperature for optimal production of lignolitics enzymes and evaluated the effect of pH
and temperature on enzyme activity and stability. For biosurfactant production, there was a
central composite design ranging 2*: inoculum, NHANO3, MnSO4H20 and CuSO45H20.
The fungus was inoculated in mineral medium Bushnell Haas amended, plus 2% of diesel
oil, were evaluated: surface tension and the effects of pH, temperature and salinity (NaCl)
on the emulsifying activity and emulsion stability. Finally, there was the toxicity of the
biosurfactant and biorremogéo of automotive oil in sandy soil. C. lunata UFPEDA885 was
selected as producer of three enzyme. In factorial design, optimization observed production
of LaC was nine times higher (1940U / L +4). This enzyme, although unstable in the
conditions tested, was produced in greater quantities by C. lunata UFPEDA885 at pH 3.4
and 65°C. There optimization in LiP production 24 times (1480U / L +6) and was stable,
with optimum production pH 6.2 and 65°C. The highest MnP production by C. lunata
UFPEDAS885 was 820U / L +3.5, an increase of about 15 times, this enzyme being stable,
with greater production at pH 3.4 and 50°C. C. lunata UFPEDA 885 is productor of
biosurfactant reducing the surface tension to 32.9 mN/m. This fungus is capable to
emulsifying up to 98% of automotive oil with high stability at different pH, temperature
and salinity. There was low toxicity to seeds of Cucumis sativa and LC50 for Artemia
salina occurred at 25% of crude biosurfactant extract. Finally, there was a removal of
93.5% of automotive oil in sandy soil by the crude extract. Curvularia. lunata
UFPEDAS8SS is suitable for production of LiP, MnP, biosurfactant and bioemulsificant
using diesel oil as a substrate in order, and industrial use in bioremediation.

Key-words: Lignin peroxidase; Manganese peroxidase, Laccase, Surface tension, Fungi,
Ascomycetes, Bioremediation.
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1. INTRODUCAO

O petrdleo e seus derivados tém sido amplamente utilizados como fonte de combustivel
e energia. O Gleo diesel é o combustivel derivado do petréleo mais utilizado no mundo,
sendo constituido basicamente por hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, com pequenas
fracOes de enxofre, nitrogénio e oxigénio (Ponte, 2008). Durante a producéo, o transporte
e o refino do petrdleo e seus derivados, sdo gerados residuos que podem causar
contaminagdo ambiental (Verdin et al., 2004).

Para conter os danos ambientais causados pelas atividades industriais, a biorremediagéo
tem sido apontada como eficaz, por utilizar o potencial fisiolégico de micro-organismos
para degradar xenobioticos, utilizando-os como fonte de carbono e energia (Semple et al.,
2001). A biorremediacdo de solos impactados pelo 6leo diesel é frequentemente limitada
pela falta de microbiota autoctone. Contudo, nem sempre a mineralizacdo ocorre e a
biorremediacdo tem por objetivo a degradacdo de poluentes organicos em concentracdes
que ndo sejam detectaveis ou, se detectaveis, que seja abaixo dos limites estabelecidos,
como seguros e aceitaveis pelos orgdos reguladores (Chagas-Spinelli, 2005). De modo
geral, a biorremediagdo é uma tecnologia limpa e que pode estar associada a outras formas
de tratamento tanto *“in situ” quanto “ex situ” (Rahman et al., 2003).

Os fungos filamentosos possuem uma alta flexibilidade metabdlica, sendo capazes de
degradar polimeros complexos e sobreviver em ambientes considerados extremos, com
valores de pH baixos, pobres em nutrientes e com baixa umidade relativa (Pereira; Lemos,
2003). Além disso, apresentam uma grande capacidade de adaptacdo a diversos tipos de
substratos, inclusive xenobidticos como o 6leo diesel. Nesses casos, a inoculacdo de
culturas com as habilidades desejadas de catabdlitos produzidos através da bioaumentagdo
torna-se uma opcao essencial. Este processo de adaptagdo € chamado de aclimatagdo e
permite que micro-organismos sejam capazes de produzir metabdlitos como enzimas
lignoliticas ou biossurfactantes utilizando os substratos xenobidticos como fonte de
carbono e produzindo biomassa (Mancera-Lopez et a., 2008; Wang et al., 2009). O
crescimento fungico por meio do alongamento e ramificagdo das hifas permite a
colonizacdo de grandes areas, aumentando a superficie de contato do fungo com o
contaminante (Tavares, 2006).

A utilizagio de petroderivados como fonte de carbono para estimulo do crescimento
microbiano e indugdo da producdo de enzimas tem ocasionado otimizacdo da sintese de
enzimas de aplicacdo em processos industriais e na biorremediacdo (Feng et al., 2009).

Fungos Ascomicetos como Curvularia lunata, durante o metabolismo secundario, séo
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produtores das enzimas oxidativas extracelulares: lacase e peroxidases (Narkhede; Vidhale,
2005; Alexopoulos, 1996). As lacases oxidam compostos fendlicos e nao-fendlicos, sendo
utilizadas na descontaminacao de efluentes de celulose e petroquimicos, na biodegradacéao
de pesticidas e compostos fendlicos e em biosensores de nanoparticulas (Couto; Herrera,
2006). Da mesma forma, Lignina Peroxidase e Manganés Peroxidase oxidam compostos
fenolicos e ndo fenolicos, sendo empregadas na biodegradacdo de Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPA), organoclorados, corantes, em nanotecnologia e “kits” de
diagnosticos laboratoriais (Hamid; Rehman, 2009; Husain et al., 2009).

A capacidade microbiana de crescer em presenca de compostos 0leosos como 0s
petroderivados ocorre principalmente pela producdo de enzimas hidroliticas para a
producdo de biossurfactantes. Os biossurfactantes sdo produtos do metabolismo secundério
de microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos), sendo moléculas
anfipaticas com uma por¢éo hidrofobica e outra hidrofilica, atuando na reducéo da tensdo
superficial e interfacial entre dgua-0leo, Oleo-agua e de sistemas oleosos, podendo ser
aplicados na Recuperagdo Melhorada de Petréleo (MEOR), na remocao e limpeza de dleo
em tanques de combustiveis, na recuperacdo terciéria de petroleo, entre outros (Cunha et
al., 2004). Os biossurfactantes produzidos por fungos filamentosos tém sido pouco
descritos na literatura. A espécie C. lunata, € descrita como sendo capaz de crescer em
substratos contendo compostos oleosos e esta habilidade j& foi comprovada pela produgédo
de agentes tensativos, entretanto este ainda ndo foi caracterizado (Paraszkiewicz et al.,
2002 ). Neste contexto, estudos foram realizados no sentido de selecionar e otimizar as
condi¢Bes de producdo de enzimas lignoliticas, como também de realizar a producdo e
caracterizacdo de biossurfactante por Curvularia lunata-UFPEDA 885, utilizando como

Unica fonte de carbono 6leo diesel.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo verificar o potencial biotecnoldgico do fungo
Curvularia lunata-UFPEDAS885 na producdo de enzimas lignoliticas e de biossurfactante e

otimizar as condicdes de sintese, utilizando 6leo diesel como unica fonte de carbono.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Selecionar um fungo produtor das enzimas do complexo lignolitico;

o Verificar a influéncia do pH e da temperatura na producdo de lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase pelo fungo selecionado utilizando 6leo diesel
como substrato;

o Caracterizar os efeitos do pH e temperatura na atividade e estabilidade das
enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase;

e Investigar a producdo de biossurfactante pela reducdo da tenséo superficial e
pela atividade emulsificante;

e Avaliar a influéncia da quantidade de in6culo, nitrogénio, cobre e manganés na
producdo de biossurfactante pelo fungo selecionado utilizando 6leo diesel como
substrato;

e Verificar a formacdo e a estabilidade da emulsdo frente a pH, temperatura e
salinidade variados;

o Isolar, caracterizar e verificar a toxicidade do biossurfactante produzido;

e Avaliar a eficiéncia do biossurfactante na biorremocdo de dleo de motor

contaminante de solo arenoso.
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Capitulo 2. Fundamentacdo Teorica
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 OS HIDROCARBONETOS

Os hidrocarbonetos sdo compostos quimicos binarios que apresentam em sua
estrutura molecular, dtomos de carbono e hidrogénio. Eles sdo produzidos a partir da
combustdo incompleta de combustiveis fosseis, em incéndios de florestas, através da
sintese microbiolégica, por motores de combustdo a gasolina e principalmente pela
combustdo do diesel. As fontes naturais de hidrocarbonetos séo o gas natural, o carvéo e o
petroleo, sendo este Ultimo o mais encontrado no ambiente (Baird, 2002).

Estes compostos podem ter diferentes classificagcdes, sendo uma delas de acordo
com o peso molecular. Compostos com até 10 atomos de carbono sdo formados por
moléculas pequenas, sdo extremamente volateis, evaporando e dissolvendo sem deixar
residuos. Sao ainda mais biodisponiveis, sendo absorvidos mais facilmente por seres vivos,
além de serem potencialmente inflamaveis. Os compostos de médio peso molecular (Cy; a
Cy,) apresentam-se em moléculas mais complexas, com evaporacgdo e dissolucdo mais lenta
e formando alguns residuos remanescentes. S&0 menos biodisponiveis que os de baixo
peso molecular. Por fim, os compostos de alto peso molecular apresentam cadeias com
mais de 23 atomos de carbono, constituindo moléculas grandes, com baixa capacidade de
evaporacdo e dissolucdo, alto tempo de residéncia no ambiente. Os compostos médios e
pesados, acima classificados, apresentam maior atividade cancerigena e mutagénica em
seres vivos (Cotta, 2008; Lunstedt, 2003).

Os hidrocarbonetos alifaticos apresentam em sua estrutura quimica atomos de
carbono e hidrogénio principalmente, arranjados em cadeias lineares ou formando cadeias
ciclicas ndo aromaticas. Os principais hidrocarbonetos alifaticos sdo os alcanos, alcenos,
alcinos e alcadienos, cicloalcanos, cicloalcenos, a sendo classificados de acordo com as
ligacGes entre esses atomos: simples, duplas ou triplas (Lunstedt, 2003).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos-HPA formam-se pela combustdo
incompleta de substancias organicas a altas temperaturas e apresentam em suas cadeias
varios aneis aromaticos e ainda, dois ou mais anéis benzénicos condensados, 0 que vai
contribuir para variagcbes nas suas propriedades fisico-quimicas (tabela 01) (Lunstedt,
2003).

Devido a sua composicdo quimica, a presenca de HPA no ambiente indica a

presenca de petréleo ou seus derivados, permanecendo no ambiente por longos periodos. A
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persisténcia dos HPA no ambiente, principalmente nos solos estd relacionada com a
quantidade de anéis benzénicos que existem na molécula e estes permitem o acimulo no

complexo coloidal do solo (koh et al., 2004).

Tabela 01. Caracteristicas fisico-quimicas dos principais HPA.

HPA N* de FM MM PF PE SA* PV Log Sindénimos

andis (gmol™) ("C) ("C) (mgl™) (Pa) Koo
Naftaleno 2 CoHs 128,17 80,2 218 31 1.0x10° 3,37 Nafteno
Acenagtileno 3 C:Hg 152,20 92.5 280 16 9.0x10™" 4,00 Acenaftaleno
Acenafieno 3 C1o2Hyo 154,21 93,4 279 3,8 3.0x107" 3,92
Fluoreno 3 C1aHio 166,22 115 295 1.9 9.0x107 4,18
Fenantreno 3 C14Hio 178,23 99,2 340 1.1 2.0x107 4,57
Antraceno 3 CsHo 178,23 215 340 0,045 1.0x107™ 4,54
Pirenco < CisHo 202,26 151 404 0,13 6.0x107 5.18 Benzo[d.e.f][fenantreno
Fluoranteno 4 CisHo 202,26 108 384 0,26 1.2x10* 5,22 Benzo[j.k]fluoreno
Benzof alantraceno 4 CisHy» 228.29 167 435 0,011 2.8x107° 5.91 1.2-benzantraceno:
benzo[b]fenantreno;
2.3-benzofenantreno;
tetrafeno
Criseno 4 CisHy» 228.29 258 448 0,006 5,'?7(10'_'r 5.91 1.2-benzofenantreno;
benzo[a]fenantreno
Benzp{e}acrfemmrﬂeno 5 CogH 2 252,32 168 0.0015 - 5,80 Benzo[b]fluoranteno;
3.4-benzofluoranteno;
2. 3-benzofluoranteno
Benzof k]fluoranteno 5 CaoHiz 252,32 217 480 00,0008 5,27{10’s 6,00 11,12-benzofluorantenco
Benzof ajpireno 5 CogH 2 252,32 177 495 0.,0038 T O0x 107 5,91 3.4-benzopireno;
6.7-benzopireno
Benzof e]pireno CagHy2 252,32 178 311 1.2-benzopireno;
4. 5-benzopireno
Dibenzofa,hjantraceno (&) CaosHyy 278.35 270 524 0,0006 3.7x 1o0e 675 1.2.5,6-dibenzantracenco
Indenof1,2,3-cd Jpireno (&) CasHyo 276,34 164 - 000019 - 6,50 2. 3-fenilenopireno
Benzof g, h,ijperileno [5 CaHyo 276,34 278 0.00026 1 4x10°% 6.50 1.12-benzoperileno

FM= férmula molecular; MM = massa molar;PF = ponto de fusdo; PE=Ponto de Ebuli¢do; AS= solubilidade
em agua; PV = Pressdo de vapor; Kow=coeficiente de parti¢do octanol:agua

Fonte: Lunstedt, 2003.

Na atualidade, ja se conhece centenas de HPA, entretanto a US Environmental
Protection Agency e o National Institute for Occupational Safety and Health destacaram
17 poluentes considerados prioritarios: Naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno, benzo[e]pireno,
benzo[b]fluoranteno,  benzo[k]fluoranteno,  benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno. Estes compostos sdo monitorados pelo
governo norte americano a fim de evitar contaminagtes ambientais severas. No Brasil a
legislagdo especifica a respeito da contaminacdo dos solos por HPA encontra-se em
processo de estruturacdo, sendo adotadas medidas provisorias diferentes de acordo com as
necessidades de cada estado, do solo impactado e principalmente de acordo com o tipo de
poluente (Cotta, 2008).

Os HPA depositam-se no ambiente de modo natural ou através da acdo antrdpica,
sendo a primeira limitada a queimada expontanea de florestas e emissdes vulcénicas. As
fontes antrépicas sdo as maiores responsaveis pela liberacdo dos mesmos no ambiente e se
da através da queima de petréleo e seus derivados, principalmente os combustiveis
automotivos (Lopes; Andrade, 1996). Estes compostos sdo extremamente toxicos tanto

para 0 homem quanto para 0 meio ambiente. Podem provocar irritacdo nos olhos, na pele,
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no sistema respiratorio, vertigem, fraqueza, dores de cabeca, nauseas, anorexia e até

leucemia (Sanches, 2009).

2.1.1 O Petrdleo: Aspectos Historicos e Composi¢do Quimica

A presenca de compostos nitrogenados e clorofilados pressupde a participacdo de
matéria organica de origem animal e vegetal no processo de formacgéo do petréleo. Em sua
grande maioria 0s pesquisadores modernos tendem a reconhecer como valida apenas a
teoria organica que determina as principais condicdes para a formacao do petréleo: existéncia
de matéria organica adequada; o material organico deve ser preservado da acdo de bactérias
aerobicas; o material organico depositado ndo deve ser movimentado por longos periodos; a
matéria organica em decomposicao por bactérias anaerdbicas deve sofrer a acdo de temperatura
e pressao por longos periodos; deve haver um gradiente geotérmico; protecdo contra oxidacao
e contra a destruicdo bacteriana; rocha-fonte (rocha sedimentar); rocha-reservatorio (rocha
sedimentar). Nestas condicdes, 0 gas e o petrdleo seriam gerados e acumulados (Milani et
al., 2000).

Conhecido desde os primordios da civilizagdo humana, o petroleo foi descrito por
Herddoto, grande historiador do século V a.C., como produto na construcdo de cidades;
enquanto que Nabucodonosor utilizou como material de liga nas construgdes dos célebres
jardins suspensos da Babilénia. Os egipcios utilizavam petréleo para embalsamento de
mortos ilustres e em suas piramides seculares, a0 passo gque 0S gregos € romanos
utilizavam para fins bélicos. No continente americano, 0s incas e 0s astecas conheciam o
petroleo e, a exemplo da Mesopotamia, 0 empregavam na pavimentacdo de estradas
(PETROBRAS, 1975).

Geralmente, o petroleo aproveitado pelas civilizagdes antigas era aquele que aflorava a
superficie do solo. No entanto, a necessidade de busca por agua em certas regides dos
Estados Unidos levou a descoberta dos primeiros pogos de petroleo em ambiente marinho,
no ano de 1859 (Secundary Energy Infobook, 2007).

Em 1930, a industria petroquimica surgiu, tendo como base o petréleo, para produzir
nUMerosos equipamentos, objetos, produtos como plasticos, adubos, corantes, detergentes,
alcool comum, acetona e gas hidrogénio, entre outros (Weinhagen, 2006). Dessa forma, a
industria de refino teve um impulso fenomenal, garantindo o abastecimento de milhares de
veiculos e o funcionamento dos parques industriais. A gasolina passou a ser o principal

derivado do petrdleo a ser utilizado nas grandes cidades, enquanto ocorria uma ampliacdo
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do sistema de estradas, exigindo mais asfalto. Em 1938, 30% da energia consumida no
mundo provinham do petroleo (Shah, 2004).

A partir desse periodo, a producdo brasileira de petréleo vem crescendo a cada ano,
atingindo em 2006 cerca de 629 mil barris de petroleo de acordo com o Anuério Estatistico
Brasileiro do Petrdleo e do Gas Natural-2007 divulgado pela Agéncia Nacional de Petroleo
(ANP, 2007). Hoje, a exploracdo petrolifera se processa baseada em ciéncias auxiliares,
como: estudo da formacdo das rochas no tempo e no espago de sua origem; estudo dos
micro-organismos fdsseis; estudo da composicdo das rochas e mapeamento aéreo
fotografico, além dos métodos geofisicos e geoquimicos. Mais atualmente, estes estudos
séo facilitados pelo emprego da computacéo eletronica (Shah, 2004).

A quantidade de empresas que utilizam petroderivados é crescente da mesma forma
que a quantidade de aplicacbes econdémicas do petroleo. Quanto aos postos revendedores
de combustiveis, somam-se segundo dados da Agéncia Nacional de Petréleo - ANP, no
Brasil, o total de vinte e nove mil oitocentos e quatro (Ponte, 2008).

Em relacdo & composicdo quimica do petrdleo, j& foram encontradas 636 diferentes
composicdes espalhadas pelo mundo e as proporgdes dos compostos variou bastante: de
40% a 80% de hidrocarbonetos alifaticos, de 15% a 40% de hidrocarbonetos aromaéticos e
por fim, de 0 a 20% de resinas e asfaltenos. Além dos compostos usuais, metais pesados
como niquel, vanadio, zinco, também foram observados (Melo; Azevedo, 2008).

O grupo dos hidrocarbonetos alifaticos é subdividido em alcanos, alcenos e ciclicos.
Estes sdo mais leves e insolUveis que a agua, na maioria das vezes. Em casos de moléculas
menores, estas sdo hidrossoluveis e mais volateis que as moléculas maiores. Os alcanos sao
também conhecidos como parafinas e apresentam de 5 até 40 atomos de carbono. Séo
pouco toxicos aos organismos Vvivos apesar de apresentarem potencial anestésico e
narcotizante. Os alcenos sdo encontrados em pouca quantidade fazendo parte da
composi¢do quimica do petroleo. Os cicloalcanos sdo formados por até 6 atomos de
carbono formando aneis. Estes correspondem de 30% a 60% da composicdo quimica do
petréleo (Melo; Azevedo, 2008).

Os hidrocarbonetos aromaticos compreendem o benzeno, os alquibenzenos e 0s
policiclicos, enquanto que os asfaltenos séo a fracdo pesada do petréleo com complexas
estruturas quimicas e atomos de carbono e hidrogénio, associados a &tomos de nitrogénio,
enxofre e oxigénio. Sdo extremamente tdxicos aos organismos vivos, sendo muitas vezes

comprovadamente carcinogénicos (Melo; Azevedo, 2008).
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O petroleo bruto, segundo Mariano (2006), ndo tem uma ampla aplicacdo, sendo
utilizado somente como 06leo combustivel. Para que seu potencial seja economicamente
utilizavel, ele precisa passar pelo processamento de refino, que engloba diversas etapas
quimicas e fisicas, originando as inumeras fracdes de destilacdo. Estas fracdes sdo em
seguida processadas e convertidas nos derivados finais do petroleo, que védo apresentar as
mesmas fracOes do petroleo original, porém com intervalos nos pontos de ebulicdo mais

restritos (figura 01).

Gasolina
Naftas
Solvente
Querosene de aviacio
Olea diesel/ destilados médios
Oleo combustivel
Oleo lubrificante, 6leo de
motor e graxas
69°C  126°C 216°C 343°C 402°C H49°C

C2| C-1| C6| CS| CID| C12|C14 | C16|C18 |C2[J |C22 |C2-1 |C26 |C28 |C3[J

»
L

Figura 01. Fragdes do petroleo com seus derivados: relagéo entre o nimero de
carbonos e os pontos de ebulicdo (Chagas-Spinelli, 2007).

2.1.1.1 Oleo Diesel

O diesel é constituido de 8 a 40 atomos de carbono, normalmente sendo mais
pesado do que os que compdem a gasolina, o que confere a este combustivel, maior massa
especifica, menor volatilidade e menor solubilidade em &gua. Sua composi¢do quimica é
bastante complexa, sendo formado por 40% de n-alcanos, 40% de iso e ciclo-alcanos, 20%
de hidrocarbonetos aromaticos e na menor fragdo composta por isoprendides, compostos
oxigenados, sulfurados e nitrogenados (Mazzuco, 2004).

Dentre os hidrocarbonetos policiclicoaromaticos (HPA), sdo encontrados fazendo

parte da composicdo do O6leo diesel: naftaleno, metilnaftaleno, dimetilnaftaleno,
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acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno, e 0S monoaromaticos
(BTEX), como benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno, p-xileno (Mazzuco,
2004).

De acordo com Chagas-Spinelli, 2007, a alta concentracdo de aromaticos no diesel
é devido ao processo de destilagdo para se chegar ao diesel, que ocorre na mesma faixa em
que sdo destilados os HPA e os derivados alquilicos (160°C a 410°C).

Combustivel derivado do petroleo, constituido basicamente por hidrocarbonetos, o
Oleo diesel apresenta ainda em sua composicdo enxofre, nitrogénio e oxigénio e
selecionados de acordo com as caracteristicas de ignicdo e de escoamento adequadas ao
funcionamento dos motores diesel (PETROBRAS, 2009).

O setor de transportes de 0leo diesel no Brasil, é responsavel por 76% do consumo
total do combustivel; o agropecuéario, representa cerca de 16% do consumo; e o de
transformacé&o, que utiliza o produto na geracdo de energia elétrica, corresponde a cerca de
5% do consumo total de diesel. Dentro do Setor de Transporte, a maior parte do diesel
(97%), é consumida pelo Setor Rodoviéario. Isto ocorre devido ao formato da matriz de
transporte brasileira. Devido a isso, o Oleo diesel é, na atualidade, considerado o
petroderivado mais utilizado no mundo (Ponte, 2008).

O abastecimento de 6leo diesel no mercado interno brasileiro se d& através de 13
refinarias, das quais 10 pertencem a PETROBRAS. Segundo o Sindicato Nacional das
Empresas Distribuidoras de Combustiveis (SINDICOM), o Brasil consumiu no ano de
2004, 39,1 bilhGes de litro de Oleo diesel se tornando auto-suficiente em 2006
(BiodieselBr, 2010).

Além das 13 refinarias presentes no Brasil, foi assinado um acordo entre a
PETROBRAS e a Petréleos da Venezuela S.A. (PDVSA) para a instalacdo de mais uma
refinaria, agora no estado de Pernambuco, na regido portuaria de Suape. A unidade tera
capacidade de processar 200 mil barris de petr6leo por dia e tera como principal produto o
diesel (Suape, 2010).

No 6leo diesel, as fracbes denominadas de leve e pesadas, sdo obtidas através do
refino do petroleo, pelo processo inicial de destilacdo atmosférica. A estas fracdes, podem
ser agregadas diversas outras como a nafta, o querosene e o gasoleo leve de véacuo,
resultando assim no 6leo diesel como produto final (PETROBRAS, 2009).
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Alguns dos HPA que fazem parte da composicdo do diesel apresentam potencial
carcinogénico, sendo perigosos em casos de acidentes (tabela 2). Os diferentes danos a
salde humana dependem, entretanto, das formas de exposi¢do ao contaminante, sendo
mais frequentes em caso de contato com &gua contaminada: alteragdes no DNA: troca de
cromatides-irmas, aberragdes cromossomicas e sintese descontrolada de DNA (Netto et al.,
2000).

Tabela 2. Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos presentes no diesel, suas
concentragdes e possiveis danos aos seres humanos.

HPA Concentragéo (png/mL) Danos aos seres humanos
Naftaleno 622,4 Possivel carcinogénico
Acenafteno 2.341,1 Né&o citado
Acenafitileno 1.496,7 Né&o citado
Fluoreno 76,4 Né&o carcinogénico
Fenantreno 265,5 Né&o carcinogénico
Antraceno 6,9 Né&o carcinogénico
Fluoranteno 10,7 Né&o carcinogénico
Pireno 18,2 Né&o carcinogénico
Benzoantraceno 3,5 Provavel carcinogénico
Criseno 16,3 Né&o carcinogénico
Benzo(b)fluoranteno 1,5 Possivel carcinogénico
Benzo(a)pireno 1,7 Provével carcinogénico
Benzo(ghi)perileno 0,2 N&o carcinogénico

Fonte: Neto et al., 2000.

O diesel caracteriza-se por ser um produto inflamavel, medianamente toxico,
volatil, limpido, isento de material em suspensdo e com odor forte e caracteristico. Quando
presente no ambiente pode trazer danos diretos e indiretos a agua, solo e ar, além de causar

danos a populagdo humana. (Colla; Costa, 2003; Mariano, 2006).

2.2 CONTAMINACAO AMBIENTAL POR HIDROCARBONETOS E SEUS
EFEITOS

O excesso de poluentes no ambiente tém sido um dos principais motivos de
preocupacao por parte da sociedade contemporanea. De acordo com a CETESB (2008), o0s
solventes aromaticos, os combustiveis liquidos e o0s hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos constituem os principais grupos contaminantes no Brasil (figura 02).
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Figura 02. Principais grupos de contaminantes ambientais, destacando-se a
contaminag&o por combustiveis liquidos e solventes aromaticos (CETESB, 2008).

Do ponto de vista ambiental, as refinarias sdo grandes geradoras de polui¢do, sendo
emissoras de solventes aromaticos e de HPA. Consomem grandes quantidades de agua e de
energia, produzem grandes quantidades de despejos liquidos, liberam diversos gases
nocivos para a atmosfera e produzem residuos sélidos de dificil tratamento e degradagé&o.
Em decorréncia de tais fatos, a induastria de refino de petréleo, pode ser, e muitas vezes &,
uma grande degradadora do meio ambiente, pois tem potencial para afetad-lo em todos os
niveis: ar, agua, solo e, conseqlientemente, a todos 0s seres vivos que habitam nosso
planeta (Mariano, 2005).

A contaminag&o por hidrocarbonetos do petroleo pode ocorrer de diferentes formas
durante as etapas de producdo, transporte e refino. Os campos de extracdo de petrdleo e gas
natural no Brasil estendem-se desde o litoral do Rio Grande do Norte até o Parand. A
regido sudeste concentra as principais atividades de producéo, transporte e estocagem de
petroderivados através do Terminal Maritimo Almirante Barroso (TEBAR), em Séao
Sebastido, SP. Cerca de 50% da producdo nacional de petrdleo concentra-se no TEBAR
(Almeida, 2006). No Nordeste, o Complexo Industrial e Portuario de Suape-PE,
movimenta atualmente cerca de 5 milhdes de toneladas de carga por ano, destacando-se
entre elas derivados do petréleo, produtos quimicos como alcodis e 6leos vegetais. Em
2011 havera na regido, a instalacdo da Refinaria do Nordeste (REFINE) que tera
capacidade para processar cinco mil barris/dia de petroleo inicialmente, alcancando a

marca de 30 mil barris/dia um ano, ap6s o inicio da operacdo em 2011 (Suape, 2010).
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A dimensdo da problematica ambiental associada as refinarias pode ser mais
facilmente compreendida se atentarmos para alguns fatos ocorridos no Brasil. Desde a
década de 70 e 80, a regido da Refinaria Presidente Bernardes era conhecida como “Vale
da Morte”. A poluigdo gerada pelo pdlo petroquimico, do qual a refinaria faz parte, atingia
niveis alarmantes. A poluicdo atmosférica provocou diversas doencas respiratorias na
populacdo, ocorreram varios casos de bebés nascidos com ma formagdo e a poluicdo
também ocasionava a precipitacdo de chuvas &cidas, responsaveis pela degradacdo da
paisagem local. Outro exemplo séo os acidentes na REDUC (Refinaria Duque de Caxias,
Rio de Janeiro) e na REPAR (Refinaria Presidente Getulio Vargas, Araucaria, Parana),
ocorridos em 2001. Esses acidentes resultaram em danos a imagem ndo apenas da
Petrobras, empresa responsavel pelas duas refinarias, mas também da industria de refino
nacional como um todo. Os fatos mencionados destacam que para construgdo de novas
refinarias no Brasil sdo necessarias medidas de mitigacdo de provaveis impactos
ambientais (Mariano, 2005).

Ainda de acordo com Mariano (2005), a Baia da Guanabara, Rio de Janeiro,
atualmente em processo de despoluigdo, é outro exemplo de contaminagdo pelas etapas no
processamento do petrdleo. Ha na regido além do despejo diario de seis toneladas de
petréleo nas aguas, cerca de oitenta mil toneladas de residuos de tanques e unidades de
producdo estocadas e oito mil tambores com borras, que podem alcangar o lengol freatico
da regido, assim como a propria Baia da Guanabara.

Segundo Silva (2004), no Brasil as regides costeiras estdo mais suscetiveis a
derramamentos de petroleo e seus derivados, ja que os maiores indices de acidentes tém
sido registrados nas operacdes realizadas nos portos e terminais, cerca de 90,8% do total.

Além da contaminacdo que ocorre durante o processo de refino, nas operacGes de
lavagem dos tanques dos petroleiros em pleno oceano, sdo derramadas grandes quantidades
de combustiveis. Apesar de tal operacdo ser proibida, a pratica ainda persiste em
decorréncia da dificuldade de fiscalizacdo pela extensdo da costa brasileira (CETESB,
2008).

Apesar de pontuais e da ocorréncia em menor freqliéncia, os acidentes envolvendo
vazamento de petroderivados no mar constitui um problema de escala mundial devido ao
grande impacto causado aos locais contaminados. Os derramamentos no mundo j& superam
5,6 milhGes de toneladas de 6leo espalhados desde a década de 70 e todos os anos 600.000

toneladas de combustivel sdo derramadas em acidentes ou descargas ilegais, com graves
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conseqliéncias econdmicas e ambientais (Gomes, 2004). Desde a década de 60 vém se

observando o aumento de acidentes envolvendo petroleo e seus derivados (tabela 03).

Tabela 03. Histdrico dos Principais acidentes envolvendo petroleo e seus derivados.

Tipo de 6leo e quantidade

Local/periodo Tipo de acidentes Referéncia
derramada
Costa da Vazamento do navio )
Inglaterra e petroleiro: Torrey Oleo cru, 117 mil toneladas Simpson, 1968
Franca, 1967 Canyon
Franca, 1978. Vazame.nto do navio Oleo cru, 200 mil toneladas Crapez et al., 2002.
petroleiro: Amoco cadiz
Vazamento do navio
Alasca, 1989. petroleiro: Exxon Petrdleo, 140 mil toneladas Crapez et al., 2002.
valdez
Russia, 1994 Rebentamento de uma Petréleo: 270 mil toneladas Sagers, 1994.
conduta.
Brasil, Baia de . .
i e VT dOn0 et
1998 a 2001 P :
Vazamento do navio Petroleo: .
Espanha, 2002 petroleiro: Prestige 77 mil toneladas Martins, 2005
Golfo do x Petrdleo: pelo menos 10 mil
México, 2010 Explosdo de plataforma toneladas Folha UOL, 2010

No Brasil, o primeiro grande derrame ocorreu em 1973 pelo vazamento de um
navio que carregava petroleo em S&o Sebastido-SP. Apesar de poucas informagfes sobre a
magnitude do problema, estima-se que no Brasil existam mais de 20 mil areas impactadas,
segundo o relatdrio da comissédo mista para analisar acidentes na Petrobras/Repar (CREA-
PR), no periodo de 1975 a 2001, 33 acidentes ocorreram envolvendo derramamento de
milhdes de litros de petroleo e seus derivados, no Brasil, tendo contaminagdo de solos, rios
e mar (CETESB, 2008).

Além das atividades nas refinarias, 0s pequenos vazamentos em postos de
combustiveis merecem destaque, pois de acordo com a CETESB (2008), estes totalizam
cerca de 73% do total de petroderivados despejados no ambiente (figura 03).

No Brasil existem aproximadamente 35.000 postos de gasolina. Como na década de 70
houve um grande aumento do numero de postos de gasolina no pais, é de se supor que a
vida atil dos tanques de armazenamento, que é de aproximadamente 25 anos, esteja
préxima do final, o que consequentemente pode aumentar a ocorréncia de vazamentos nos

postos do pais (ANP, 2007).



Maciel, C.C.S. Producéo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante por Curvularia lunata 32

O Rezidua (647

4% o Acicdentes (17

1% = Indastris (254)
_ /} 16%
O Desconbhecicds
(12
056G B Comercid (95
B%%:
O Fostode
Comblstivel
A=Y
370

Figura 03. Formas de contaminacdo por petroderivados no meio ambiente. Fonte:
CETESB, 2008.

2.2.1 Contaminacao Atmosférica

Os hidrocarbonetos do petréleo penetram na atmosfera, principalmente atraves da
combustdo incompleta da gasolina ou do éleo diesel pelos automoveis (Delhomme et al.,
2010). As reacbes fotoquimicas, ndo permitem que se tenha uma estimativa real da
quantificacdo devido a sua complexidade. As principais fracdes observadas na atmosfera
proveniente do petroleo sdo moléculas de oxido de enxofre, nitrogénio, monoxido de
carbono e material particulado (Mariano, 2005). Quando presente no ambiente de modo
acidental, o petroleo e seus derivados passam por processos de evaporacao e foto-oxidagdo
transformando-se em estruturas moleculares diferentes, podendo ser mais ou menos toxicas
do que as fragGes originais (Fingas, 1994).

Uma das principais consequéncias da polui¢cdo atmosférica por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos consiste na ocorréncia de chuvas-acidas. O potencial
hidrogenibnico das chuvas é levemente &cido pela presenca de CO, porém, a presenca de
Oxidos de enxofre e de nitrogénio combinados com sulfatos e nitratos, contribuem para a
formacéo dos acidos sulfarico e nitrico, fazendo com que o pH das chuvas torne-se mais
acido ficando inferior a 5.6. As chuvas acidas sdo extremamente prejudiciais para as
florestas e conseqlientemente para todo o ecossistema (Paoletti et al., 2010).

A aceleragdo do efeito estufa, também €é uma conseqiiéncia da poluigédo
atmosfeérica, pois 0s gases que sdo emitidos tendem a associar-se rompendo as moléculas
de ozbnio que protegem a Terra dos raios UV solares. Dessa forma os raios solares estdo
incidindo diretamente sobre a superficie do planeta, aquecendo e alterando suas condi¢oes

climaticas (Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2002).
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Em relacdo a saude humana, os principais efeitos da toxicidade atmosférica sao:
irritacdo nos olhos, dores de cabega, tontura, nauseas, vomito, faléncia cardiaca
proveniente do estresse provocado por doencas cronicas respiratorias, bronquite, asma,
enfisema pulmonar e até cancer de pulmé&o. Dentro da populagéo de risco, criangas e pré-
adolescentes estdo mais susceptiveis (tabela 04) (Mariano, 2005; Yogev-Baggio et al.,
2010).

Tabela 04. Principais efeitos causados a salde humana pelos poluentes atmosféricos.

Poluente Atmosférico Princieais Efeitos
SOx ‘Mortality harvest’
Material particulado Profunda penetracdo nos tecidos pulmonares, agravamento de asma e
(PMyg) bronquite
NOXx Aumento da gravidade das doengas respiratorias agudas
Co Diminuigdo da tolerancia ao esfor¢co em pacientes cardiacos
Oxidante fotoquimico Aumento da susceptibilidade a infec¢bes

Fonte: Mariano, 2005- adaptado.

Dentre os sintomas mais comuns de toxicidade atmosférica para os ecossistemas,
destacam-se a reducéo de colheitas, necrose em caules e folhas, clorose e queda prematura
das folhas. Dentre as espécies vegetais mais sensiveis destacam-se aveia, erva doce,
beterraba, espinafre e bétula branca. As chuvas &cidas podem provocar acidez dos rios com
0 conseqliente aumento das concentracdes de aluminio, cadmio, zinco e mercdrio
dissolvidos na agua, que irdo prejudicar os organismos filtradores e os seres que se

alimentarem deles (Mariano, 2005).

2.2.2 Contaminacdo dos Recursos Hidricos

Os primeiros relatos escritos a respeito do uso da dgua datam de 4000 a.C., época
em que o homem utilizava este recurso basicamente para irrigacdo das lavouras,
dessendentacdo de animais e consumo humano (Ferreira, 2002). Tendo-se por base uma
retrospectiva cronologica, € possivel observar que a utilizacdo da agua tanto no Brasil
quanto no mundo, teve um percurso de graves contaminacdes sem a utilizacdo consciente
deste recurso. Somente ap6s a década de 80, surgiu a preocupagdo com o0 esgotamento das
aguas potaveis e contaminacdo das aguas marinhas e suas conseqliéncias para 0S

ecossistemas e o equilibrio ambiental (tabela 05).
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Tabela 05. Historico da utilizagdo dos recursos hidricos nos paises desenvolvidos e no
Brasil. Fonte: Ferreira, 2002-Adaptado

Periodo

De 1945 a 1960
Crescimento
da engenharia

1960 a 1970
Inicio da pressdo
ambiental

1970 a 1980
Controle
ambiental

1980 a 1990
Globalizagédo

1990 a 2000
Desenvolvimento
sustentavel

2000 até
_ atualidade
Enfase na 4gua

Utilizacdo da agua

Paises desenvolvidos

Uso dos recursos hidricos para
abastecimento, navegacéo,
hidroeletricidade, medidas estruturais de
controle das enchentes.

Controle de efluentes, legisla¢do para
qualidade da agua dos rios

Contaminacéo de aquiferos, deterioracéo
de grandes areas metropolitanas, controle
na fonte de drenagem urbana, controle da
poluicdo doméstica e industrial,
legislacdo ambiental
Impactos climaticos globais, preocupagéo
com a conservacdo das florestas,
prevencédo de desastres, controle dos
impactos da urbanizacéo, contaminagéo
de aquiferos.
Desenvolvimento sustentavel,
conhecimento sobre o comportamento
ambiental, contaminacdo ambiental das
grandes metropoles, pressdo para
controle da contaminacdo ambiental.
Desenvolvimento da visdo mundial da
&gua, uso integrado dos recursos hidricos,
melhora na qualidade da agua das fontes
n&do pontuais rural e urbana,
desenvolvimento do gerenciamento dos
recursos hidricos dentro de bases
sustentaveis.

Brasil

Inventério dos recursos hidricos, inicio dos
empreendimentos hidroelétricos e projetos
de grandes sistemas

Inicio da construgdo de grandes
empreendimentos hidroelétricos,
deterioracdo da qualidade da agua de rios e
lagos préximos a centros urbanos.
Enfase em hidroelétricas e abastecimento
de 4gua, inicio da pressdo ambiental,
deterioracdo da qualidade da agua dos rios
devido ao aumento da produgdo industrial
e concentracdo urbana
Reducdo no investimento em
hidroelétricas, piora das condigdes
urbanas, enchentes, qualidade baixa das
aguas, aumento de investimentos em
irrigacdo e criacdo de legislagdo ambiental.

Legislacdo de recursos hidricos,
investimentos no controle sanitario das
grandes cidades, inicio da privatizacdo dos
servicos de energia e abastecimento.

Avanco no desenvolvimento dos aspectos
institucionais da agua, privatizagéo do
setor energético, aumento de usinas
térmicas para producdo de energia,
aumento da disponibilidade de 4gua no
nordeste, desenvolvimento de planos de
drenagem urbana.

No Brasil, segundo Pavanelli (2007), o potencial hidrico superficial representa 12%
da dgua doce do planeta e 58% da América do Sul. Apesar dessa grande disponibilidade de
agua, o crescimento desordenado das cidades tem acarretado perda de quantidade e
qualidade das 4guas. A qualidade das aguas no que se refere a baixos indices de residuos
toxicos, depende de parametros fisicos, quimicos e biolégicos. Uma das caracteristicas
fisicas que mais influencia na qualidade da &gua é a temperatura, com relagdo as
caracteristicas quimicas, temos a concentracdo e interagdo dos compostos quimicos como
oxigénio dissolvido, e a caracteristica biologica que mais se sobressai € a composi¢ao
floristica e faunistica do ecossistema aquatico (Ferreira, 2007). Os fatores que determinam
a qualidade das aguas variam de acordo com o periodo do ano, pois o regime de chuvas

influencia diretamente os rios e corregos. Entretanto a acdo antropica ainda constitui o
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principal fator determinante para modificacdo das caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas (Godoi, 2008).

De acordo com Zhu et al., (2004), a contaminagdo das aguas de rios e lagos afeta a
potabilidade e traz consequiéncias indesejaveis para quem a consome. A poluicdo das aguas
na atualidade representa um problema crescente, e tanto seu consumo quanto sua poluicao
devem ser reduzidos drasticamente de modo a garantir a sobrevivéncia das espécies
animais e vegetais do planeta (Ma, 2009).

A contaminacdo das aguas brasileiras tem aumentado nos ultimos anos. Dentre as
fontes de contaminacéo inclui-se o despejo de material toxico das atividades industriais e
agricolas. Ha aproximadamente 20 mil &reas contaminadas no Brasil, 0 que pde em risco a
salde da populacdo. Grandes quantidades de petrdleo (3x10° litros) sdo derramadas em
ambientes marinhos a cada ano (Almeida, 2006).

Quando presente no ambiente, o 6leo comporta-se de maneira bem singular. Este
processo relaciona-se com o0 movimento e a distribuicdo do 6leo no meio fisico, alem da
matéria particulada que afeta as caracteristicas fisicas e quimicas do Oleo e sua
susceptibilidade aos processos de degradacao (Seabra, 2008).

Os impactos ambientais da poluicdo dos sistemas hidricos estéo relacionados com a
destruicdo de habitats, desorganizacdo estrutural, e funcional da biota aquética, perda
hidrica em termos qualitativo e quantitativo. Esses efeitos podem provocar repercussdo na
economia e na saude publica. Os impactos diretos a salde humana provocados pela
poluicdo dos recursos hidricos sdo varios, destacando-se ocorréncia de floracbes de
cianoficeas e consequente emissdo de microcistinas que sdo hepatdxicas soliveis em agua
e estaveis quimicamente. Estas substancias sdo extremamente nocivas a salde humana
(Ferreira, 2007). Os metais pesados contaminando as aguas podem provocar de acordo
com Baird (2002), acimulo no tecido adiposo, atingir os rins, pulmdes, cérebro, aparelho
cardiovascular e 0ssos. Os demais residuos considerados poluentes na agua podem

provocar dores de cabeca, tontura, enjéo, vomitos, diarréias (Ferreira, 2002).

2.2.3 Contaminacao dos solos

O solo é de grande importancia para os ecossistemas, sendo base para a vida e
habitat de seres humanos, animais, plantas e outros organismos como 0S micro-organismos
que atuam na decomposi¢cdo de matéria orgénica promovendo o equilibrio e a renovagéo
quimica, além de ter propriedades filtrantes, de tamponamento e de conversdo de

substratos o que o torna protetor dos recursos hidricos (Seabra, 2008).
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Resultante da acdo de agentes intempéricos em sedimentos e enriquecido de
detritos organicos, o solo € formado em duas fases: génese e pedogénese. Por receberem
plantas em decomposi¢do, o0s solos superficiais sdo ricos em matéria organica,
apresentando maior quantificagdo nas concentragdes de micro-organismos, em comparacgao
com solos mais profundos. Os micro-organismos mais encontrados no solo sdo fungos e
bactérias, sendo responsaveis pelo processo de decomposicdo da matéria organica (Seabra,
2005).

O perfil do solo é caracterizado por ser um sistema complexo composto por fragoes
organicas e minerais. O clima influencia diretamente na origem e evolugédo do solo, além
da composicao do seu material de origem, do relevo, do tempo e dos organismos vivos que
nele sobrevivem. Alguns fendmenos fisicos alteram o formato e o tamanho dos solos e 0s
fatores quimicos modificam sua composi¢do. Dessa forma, com o passar do tempo, o0 solo
transforma-se pela acdo da gravidade, das dguas, do vento e ainda pela acdo dos fenémenos
fisicos, quimicos e bioldgicos. Os fatores supracitados associados a textura, cor,
consisténcia, estrutura e atividade bioldgica do solo sdo essenciais para identificacdo e
diferenciacdo das camadas que compde as camadas do solo, além de andlises quimicas,
fisicas e mineraldgicas (Seabra, 2005). Os principais horizontes do solo encontram-se
descritos na figura 04.

A textura do solo baseia-se nos teores de areia, silte e argila. Os diferentes
tamanhos das particulas ndo influenciam na composi¢do quimica ou cor, entretanto,
influenciam na capacidade de retengédo de agua e no transporte de massa no solo. Em solos
arenosos, a agua € drenada rapidamente em oposi¢do ao que ocorre no solo argiloso. Na
tabela 06, € possivel visualizar o sistema de classificacdo dos solos quanto a textura
adotado pela EMBRAPA.

Fatores como porosidade e a condutividade hidraulica, podem influenciar nas
caracteristicas do solo. A porosidade ¢ a relagcdo volume dos espacos vazios em funcao do
volume total. A condutividade hidraulica (K) esta relacionada com a permeabilidade do
fluido com a 4gua. A densidade absoluta do solo também é um dos parametros importantes

em razao entre sua massa seca € o seu volume.(Seabra, 2005).
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Figura 04. Representacdo esquematica dos principais horizontes tipicos do solo. Fonte:

Seabra, 2005.

0Ol — folhas e residuos orginicos ndo decompostos
{serrapilheira).

02 — material orginice decomposto.

Al - honzemte rice  em maténa organica fina,
conseqgilentemente de cor escura, pobre em argila e em ions
de ferro e de aluminie, onde occorre a maxima atvidade
biclagica.

Al - horizonte mais claro com a maxima eluviagdo
(movimento descendente de selugdes vanas on suspensdes
coloidais).

AJ - transicdo entre o honzonte A e o horizonte B.

B1 — transicdo sinular ao B2,

B2 - horizonte enniguecide pela iluviagde (concentragdo)
de argilas, compostos de ferre e aluminio, e himms.

B3 — transicdo entre o horizonte B e o horizonte C.

C — material original gue formou os horizentes A e B, com
pouca mfluéneia de ergamsmes vivos. Também chamado
de material parental.

R — honizonte gue representa a rocha inalterada gque pode
ser ou néo a rocha matriz do sole acima desenvelvide.

Tabela 06. Classificagdo dos tipos de solo de acordo com o tamanho das particulas
segundo a EMBRAPA.

Classificacao

Tamanho das particulas (mm)

Argila
Silte

Areia Fina

Areia Grossa

Cascalho

Seixo

Fonte: SEABRA, 2005-adaptada

0,0002 - 0,002
0,002-0,04
0,04-0,3
0,3-2
2-30
30-80

37
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A atmosfera presente no solo apresenta teores baixos de oxigénio e altos de vapor
de agua e CO, em comparacdo com a atmosfera. Os solos compactados com baixa
porosidade ou alagados acabam por gerar condi¢des anaerdbias para 0s micro-organismos
locais. E indispensavel um bom arejamento do solo para que ocorra a respiracio das
raizes e dos organismos aerobios presentes no solo (Pavanelli, 2007).

A contaminagéo dos solos teve inicio com o surgimento das primeiras sociedades
humanas. Segundo Seabra (2008), existem registros de solos poluidos por rejeitos de
mineragdo e de fundicdo de metais desde o século | a.C. Com a Revolucdo Industrial, a
poluicdo dos solos pelos rejeitos gerados cresceu consideravelmente. As atividades
resultantes do crescimento urbano, a extracao de recursos e o aterro de residuos constituem
processos que provocam impactos no solo e nas aguas subterraneas. A industria petrolifera
gera em suas atividades, um risco ambiental inerente que precisa ser constantemente
gerenciado com o intuito de evitar possiveis vazamentos e consequente poluicdo ambiental
(Seabra, 2008; Rodrigues; Duarte, 2003).

A poluicéo dos solos pode ocasionar a perda de algumas de suas funcdes e ainda
provocar contaminagdo das dguas subterraneas (Rodrigues; Duarte, 2003; CETESB, GTZ,
2001). Dentre os principais efeitos destacam-se perturbacbes fisicas com alteracdes
estruturais das caracteristicas geoldgicas, alteracbes na topografia e remocdo da camada
vegetal. Todos esses fatores podem levar a erosdo, mudanca na densidade e consisténcia do
solo, desagregacédo da superficie, alteracdo da microbiota natural, contaminacgdo das aguas
subterraneas, levando a perda das qualidades do solo (Gunther, 2005).

A introducgéo de poulentes no ambiente pode ter diferentes destinos no solo, estando
relacionado diretamente com a umidade, o tipo de argilomineral, a area, a capacidade de
troca de céations, potencial Hidrogenibnico, temperatura, potencial redox, porosidade,
permeabilidade e principalmente, das caracteristicas do poluente. Os poluentes organicos
liquidos tém sua poluicdo acentuada de acordo com a densidade do composto. Compostos
menos densos que a agua (LNAPL) permanecem no solo e ao percolarem infiltram-se nos
lencois freaticos sedo transportados por longas distncias do local de contaminacdo
original. Os poluentes mais densos que a 4gua (DNAPL) depositam-se no leito do lencol
freatico, constituindo foco de contaminacéo por longos periodos (Bragato, 2006).

Os poluentes organicos sdo divididos em compostos clorados, compostos
nitrogenados e hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos do petroleo sdo geralmente do tipo

“LNAPL”, o que favorece sua dispersdao. Ao entrar em contato com o0 solo, 0s
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petroderivados soltam vapores ou formam bolsGes tanto no solo quanto no aquifero,
desencadeando a contaminagdo ambiental (Bragato, 2006).

O comportamento de uma mistura de hidrocarbonetos em agua é bem diferente
quando em comparacdo com o0s solos. Esta diferenca esta relacionada com o movimento e
a distribuicdo do 6leo no meio fisico, a presenca de matéria particulada, a susceptibilidade
a biodegradacdo. A presenca de complexo coloidal do solo € essencial para manutencao da
sua fertilidade, entretanto, ele dificulta a remocéo de poluentes neste ambiente, pois retém
facilmente substancias orgénicas e inorganicas por adsorcdo fisica, formando ligagdes
quimicas de medias a fortes (Delle Site, 2001).

Poucos estudos mostram a relacdo entre a exposicdo a estes hidrocarbonetos
durante um processo de contaminacdo e os efeitos em animais quanto em lesdes
pulmonares, renais, hepatoldgicas e hepaticas. Os seres humanos expostos aos grandes
vazamentos ndo foram muito bem avaliados, consequentemente, o tempo em que as
pessoas devem permanecer afastadas dos locais dos acidentes durante o tratamento
ambiental também ainda ndo foi delimitado (Chagas-Spinelli, 2007).

Processos de descontaminacdo do solo constituem operacGes dificeis e com custos
elevados. A agéncia Européia do Ambiente estimou custos totais de descontaminacdo de
solos contaminados na Europa entre 59 e 109 milhdes de euros, somente na Austria os
gastos atingiram 67 milhdes e na Espanha 14 milhGes de Euros, (Pavanelli, 2007). De
acordo com Nikakhtari et al., (2010), tem-se utilizado cada um nimero maior de micro-
organismos para remediar solos contaminados com petroderivados.

A biorremediacdo de solos, de um modo geral pode ser aplicada in situ, que
consiste na biodegradagdo de poluentes no préprio local impactado sem a escavagdo do
solo. Porém, pode ser utilizada também a aplicagdo ex situ, onde a biodegradagédo ocorre
fora do sitio de contaminacdo, a modificacdo das caracteristicas do solo ocorrem de modo
mais intenso, podendo haver reducdo na quantidade de matéria organica, nutrientes e
capacidade de troca catidnica, tendo por consequéncia a reducdo das propriedades
filtrantes, de tamponamento e de depuracdo (Melo; Azevedo, 2008).

Geralmente, uma Unica tecnologia ndo é capaz de remediar totalmente um local
contaminado, desse modo, é indispensavel a combinagdo de varias técnicas. As principais

técnicas empregadas para remediacdo de solo estéo listadas na tabela 07.
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Tabela 07. Principais técnicas de biorremediacéao de solos.

Técnica emeregada Local de aelicagéo TemEO de tratamento Custo
Landfarming Ex situ De 6 meses a 2 anos. US$ 30 a 60/ tonelada
Land Treatment In situ De 6 meses a 2 anos. US$ 30 a 70/m®
Biopilha Ex situ De 3 a 6 meses. US$ 100 a 200/tonelada
Compostagem Ex situ De 3 a 6 meses. US$ 50 a 70/tonelada

Fonte: Seabra, 2008-adaptado.

O Landfarming consiste em uma técnica onde € feita a impermeabilizagdo do solo
contaminado, que € disposto e homogeneizado periodicamente por aragem. S&o
controlados as taxas de umidade e aeragdo, os nutrientes e o pH do solo. No Land
treatment, o processo ocorre em escala de campo, a superficie do solo é revolvida por
aragem e tem como principio o0 mesmo do Landfarming, sem a constru¢do de uma célula
impermeabilizada. A técnica de biopilha emprega o solo contaminado e disposto em pilhas
impermeabilizadas com mantas, onde € possivel controlar pH, umidade, nutrientes,
oxigénio e temperatura. Na compostagem, o solo é colocado em pilhas e € revirado
mecanicamente, neste caso ha um maior controle da permeabilidade do solo. O tratamento
de solo em biorreator ocorre ex situ e consiste em condicGes controladas de tratamento,
sendo aplicado geralmente com o solo em fase lama (Seabra, 2008).

O solo é um recurso natural e como tal deverd ser utilizado. Qualquer alteragdo das
suas propriedades fisicas, quimicas ou bioldgicas que venham a ocasionar graves prejuizos
a vida do homem e dos ecossistemas em geral sera considerada poluicéo e, portanto deve-
se minimizar seus impactos, além de utilizar seus recursos de maneira sustentavel de modo

a preservar os solos para usufruto das geracoes futuras (Odum, 1997).

2.3 PROCESSO DE DEGRADACAO DOS HIDROCARBONETOS DO
PETROLEO

Problemas ligados & poluicdo ambiental se acentuaram e trouxeram como
consequéncia a necessidade da conscientizacdo quanto a importancia da restricdo de
lancamentos indiscriminados de poluentes nos rios, solos, lagos, oceanos e atmosfera, bem
como aumento nos investimentos para o desenvolvimento de tecnologias de remediagé&o.
Ao serem liberados no solo, os hidrocarbonetos migram verticalmente pela zona nao

saturada sob influéncia das forcas gravitacional e capilar, horizontalmente migram pelas
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forcas capilares (Mariano, 2006). Forcas capilares sdo as que influenciam no movimento
dos hidrocarbonetos de fase liquida atraves dos poros do solo. Elas dependem do solo estar
molhado com agua ou com hidrocarbonetos em fase liquida, das propriedades fisicas e
quimicas dos hidrocarbonetos em fase liquida e das caracteristicas do préprio solo
(Guiguer, 2000). A migracdo dos hidrocarbonetos no solo ocorre em quatro fases (figura
05).
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Figura 05. Fases que ocorrem na regido saturada e insaturada do solo em um
vazamento de hidrocarbonetos. Fonte: Guiguer, 2000.

A primeira € a fase liquida residual que permanece no solo com residuo liquido
imovel, sendo adsorvido entre os solidos do solo. A segunda € a fase liquida livre, que
constitui o liquido livre ndo residual que passa pelo solo e quando atinge as aguas

subterraneas que flutuam. A terceira é a fase dissolvida que esta presente na superficie
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solida do solo, formando peliculas, ou na agua formando a pluma de contaminacdo. Na
ultima fase, o vapor vai ocorrer havendo condensacdo ou adsor¢do tanto na superficie

solida quando na agua (Guiguer, 2000).

Os compostos volateis tendem a se dividir no solo movendo-se pela zona saturada e
insaturada e ainda migrando para o ar (Mariano, 2006). Em alguns casos os HPA ficam
fortemente adsorvidos na matéria organica do solo o que os torna indisponiveis para a
degradacdo. Esta aderéncia afeta diretamente sua biodisponibilidade e faz com que estes

compostos permanecam no solo por um longo periodo de tempo (Cotta, 2008).

Em ambiente aquoso, os HPA de baixa massa molar, dissolvem-se facilmente ficando
disponiveis para os processos de degradacdo. Os HPA de alto peso molecular associam-se

as particulas na atmosfera e na dgua tornando-se mais recalcitrantes (Cotta, 2008).

2.3.1 Processos Abidticos de Degradacéo

Independente da forma com que o petrdleo e seus derivados atingem o ambiente, uma
vez presentes e em contato com o solo ou com agua, varios processos fisico-quimicos e
bioldgicos vao ocorrer, variando ao longo do tempo de contaminacao (figura 06).

De acordo com Zanardi (1996), Bento (2005) e Chagas-Spinelli (2007), os processos
abioticos que envolvem o derrame de petrdleo bruto ou de seus destilados estdo
classificados em:

e FEvaporagdo: As fragdes mais leves evaporam provocando um aumento da
viscosidade. Esse processo esta relacionado com o estado do mar ou lago, a
superficie da mancha, a pressdo de vapor, a espessura da mancha e as condicGes
climéticas locais. Ap6s a contaminagdo ambiental, a primeira etapa pela qual os
derivados do petroleo passam é a evaporagdo que ocorre durante as primeiras 48
horas. Ela reduz o volume do poluente, dissipando as fracbes mais leves e
conseqiientemente mais volateis. A evaporacdo pode remover de 30 -50% do
composto original, dependendo principalmente da composicdo do composto
derramado, das propriedades fisicas do composto, da area de superficie de derrame
e da velocidade dos ventos;

e Espalhamento: Este processo ocorre em virtude da a¢éo de ventos, marés, ondas e
correntes. O comportamento do petroderivado € afetado por eles durante as

primeiras horas ap6s o derrame, desde que o ponto fluido do 6leo seja menor que a
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temperatura ambiente. O processo faz com que a mancha de oleo derramado se
expanda e aumente de area, diminuindo de espessura e garantindo assim uma maior

transferéncia de massa por evaporacéo e dissolucao;

Processos de oxadacdo na
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Figura 06: Representacdo esquematica do processo de degradacdo do petroleo relacionando-se
fatores abidticos e bidticos. Fonte: Guiguer, 2000-adaptada.

e Dissolucdo: Ocorre quando a contaminacgédo € superficial. Durante o desgaste do
petroderivado derramado, hd um aumento da superficie exposta 0 que permite a
particdo das fracOes de baixo peso molecular. Os hidrocarbonetos saturados séo
“dissolvidos” na coluna d’agua. Esse processo tem uma influéncia negativa sobre o
ecossistema, pois expde o0s seres vivos da coluna d’agua as fracbes que antes eram
apenas superficiais, ocorrendo a bioacumulagdo dos costituintes nos organismos
(Albert, 2010). A dissolugéo influencia negativamente a evaporacao, pois as fragdes
que se dissolvem atrapalham a evaporacdo. A dissolugdo dos compostos de baixo

peso molecular vai ocorrer, principalmente quando este emerge a superficie. As
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fragbes mais leves como o benzeno sdo particionadas na coluna de agua e quase

que removidas da composicéo original;

e Emulsificacdo: Processo irreversivel que impede as operacfes de limpeza, pois
provoca 0 aparecimento de uma mistura viscosa e flutuante. Este processo é
resultado da dispersdo de gotas de agua no meio oleoso, formando uma matéria
altamente vicosa de cor marrom & alaranjada. A emulsificacdo consiste no aumento
da densidade, viscosidade e do volume do poluente. Nesse momento do processo de
degradacéo, o processo de limpeza fica mais dificil;

e Adsorgdo: Ocorre a incorporacdo de fracbes oleosas aos tecidos de organismos
Vivos e particulas suspensas, este processo reduz cerca de 15% da massa original do
poluente.

e Sedimentacdo: Apdés a remocdo do Oleo da coluna d’&gua pelos processos
supracitados, este ainda pode sedimentar, quanto mais espesso ele ficar. Ocorre
também a formagdo de piche (massas semi-sélidas compactadas de oOleo
intemperizado agregado a particulas da coluna d’agua ou ao assoalho oceanico e
causam danos graves aos ecossistemas.

e Oxidacao fotoquimica: Os compostos mais solveis véao se dispersar reagindo com
a luz solar e o oxigénio, os radicais livres desses compostos reagem com as
moléculas de oxigénio e com isso ocorre a quebra das moléculas maiores em
compostos mais soluveis na dgua. Além da degradacdo de algumas fragdes mais
leves dos hidrocarbonetos, ocorre a transformacgdo das fragcOes originais em
compostos oxigenados como &cidos carboxilicos, cetonas, fendis e alcodis. Estes
compostos podem ser ou ndo menos recalcitrantes que 0s compostos originais.

A relacdo dos processos que os hidrocarbonetos passam e sua relacdo com o tempo
estd exemplificada na figura 07. Muitos desses processos ocorrem naturalmente, sendo
empregados processos adicionais com o intuito de acelerar a degradacdo dos poluentes e
remediar o ambiente impactado. Os tratamentos empregados incluem processos fisicos,
quimicos e biologicos (Seabra, 2008).

Como método fisico, as barreiras de contencdo mecénicas sdo muito utilizadas,
separam a &gua do Oleo, o que facilita a sua captagdo por barcos de apoio através de
bombas recuperadoras de 6leo (Crapez et al., 2002). Pode-se ainda utilizar como método
fisico de remocdo, algumas técnicas que de acordo com Abdanur (2005), estdo sendo

empregadas como procedimentos de rotina nos paises mais desenvolvidos. Dentre os
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processos, destacam-se air stripping, dessor¢do térmica, atenuagdo natural monitorada,
solidificacdo e estabilizacdo, tratamento térmico in-situ, vitrificacdo, bombeamento e

tratamento (Pump and Treat-PT) e injecédo de ar.
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Figura 07: Processos pelos quais o petréleo e seus derivados passam apds chegada
no ambiente e sua relacdo cronoldgica. Fonte: Bento, 2005.

Substancias absorventes do 6leo como palha, espuma de polietileno, barreiras de
absorcdo também sdo frequentemente empregadas, entretanto ainda ndo hd um destino
compativel com o ambiente para esse material contaminado o que dificulta a eficacia do
processo. Os métodos quimicos podem facilitar ainda mais a degradacdo dos
contaminantes. Dentre os métodos mais comuns destacam-se a neutralizacdo, oxidacéo,
aplicacdo de surfactantes e a extracdo por solventes (Mariano, 2005).

Os surfactantes de sintese quimica sdo os mais utilizados em processos de
remediacdo, tendo um mercado mundial de mais de 9,4 bilhdes de dolares por ano. A
maioria dos surfactantes é obtida por sintese quimica a partir de derivados do petréleo,
entretanto sua aplicacéo e utilizacdo podem causar impacto ambiental, uma vez que sdo
toxicos e ndo sao biodegradaveis (Desai; Banat, 1997; Qin et al., 2009).

Os procedimentos abioticos podem ser implementados no tratamento de plumas,
para aguas subterraneas e/ou para descontaminar solos, entretanto, de acordo com Cotta
(2008), estes processos requerem longos periodos de tempo e altos custos. Devido as

dificuldades encontradas na remediacdo abiotica, vem se tentando buscar alternativas mais
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compativeis com o ambiente visando minimizar o impacto ambiental e promover uma

remediacdo efetiva e com 0s minimos impactos ao meio ambiente (Desai; Banat, 1997).

2.3.2 A Biorremediagéao

O termo engloba uma serie de tecnologias e técnicas distintas para o tratamento de
solos, aguas contaminadas e outros residuos. Surgiu como a forma menos agressiva de
tratamento de xenobidticos no meio ambiente, sendo um processo bidtico, pois utiliza para
remocdo dos poluentes, o potencial fisiolégico de organismos que vdo degradar poluentes
como os hidrocarbonetos, utilizando-os como fonte de carbono e energia (Desai; Banat,
1997; Rahman et al., 2002; Rahman et al., 2003).

A biorremediacdo age sobre o poluente através da catélise bioldgica e deste modo
degrada os contaminantes ambientais em pequenas moléculas, sendo definida como um
processo espontaneo ou controlado. Existem varias vantagens na aplicacdo da
biorremediacédo, destacando-se a eliminacdo permanente dos residuos, € uma tecnologia
limpa, compativel com o ambiente, requer um baixo custo e ainda pode ser utilizada in
situ, ex situ ou estar associada a outras técnicas de tratamento (Semple et al., 2001).

O mecanismo bésico de biodegradacdo dos hidrocarbonetos do petrdleo é a
oxidacgdo dos anéis aromaticos, tendo como produto final o dioxido de carbono, agua, as
formas inorganicas de nitrogénio, fésforo e enxofre e os proprios componentes celulares a
este processo denomina-se mineralizagdo (Mazzeo, 2009; Diplock et al., 2009). Como
nem sempre a mineralizacdo ocorre, a biorremediacdo tem por objetivo a degradacéo de
poluentes organicos em concentragfes que ndo sejam detectaveis ou, se detectaveis que
seja abaixo dos limites estabelecidos, como seguros e aceitaveis pelos orgaos reguladores
(Chagas-Spinelli, 2005). Nao é sempre que o processo de biorremediacdo resulta em
compostos compativeis com o ambiente, em alguns casos 0os metabolitos resultantes sao
mais toxicos do que 0s componentes originais e por isso, deve-se sempre realizar testes e
ecotoxicidade com os subprodutos da biodegradacdo, visando assim a descontaminacgéo
completa do produto a niveis atoxicos ou considerados toleraveis (Nunes, 2006).

Segundo varios autores, alguns critérios devem ser conhecidos quando se refere a
processos de biorremediacdo (Boopathy, 2000; Chagas-Spinelli, 2005).

e Devem-se ter micro-organismos ou consorcios microbianos com necessaria

atividade catabolica;
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e Os organismos devem ter a capacidade de transformar 0os compostos a uma
taxa razodvel e baixar assim as suas concentragdes, aos niveis que estejam
dentro das normas estabelecidas;

e O local impactado ndo deve apresentar concentracdes ou combinacdes de
compostos quimicos inibitorios as espécies biodegradantes, ou meios de
diluicdo devem ser empregados;

e Deve ser feito um acompanhamento dos subprodutos gerados de modo que
se selecione processos em que haja baixa toxicidade dos residuos;

e Os poluentes devem estar disponiveis aos micro-organismos existentes;

e As condigdes locais devem ser simuladas visando o crescimento microbiano
ou sua atividade, através de suplemento de nutrientes organicos, oxigénio ou
outro aceptor de elétrons, umidade favoravel, temperatura estavel, fonte de
carbono e energia para o crescimento do micro-organismo caso 0 poluente
seja cometabolizado;

e Os custos devem ser menores que as outras tecnologias empregadas.

Todos estes critérios sdo importantes e a ndo conformidade de algum deles pode
acarretar falha no processo de biodegradacdo. De acordo com Soriano et al., (2007)
convencionou-se uma ordem crescente de susceptibilidade das fracbes do petroleo ao
ataque microbiano: n-alcanos- alcanos ramificados-aromaticos de baixo peso molecular-
cicloalcanos-poliaromaticos-compostos polares. A principal excecdo a essa ordem é a
degradacdo dos asfaltenos que séo de dificil degradagdo por bactérias em ambiente

contendo n-alcanos de 12 a 18 atomos de carbono (Leahy; Colwell, 1990).

2.3.2.1 Fatores que Influenciam na Biorremediagéo

O processo de biorremediagdo, por utilizar sistemas bioldgicos, é influenciado por
varios fatores, tanto relacionados ao poluente, quanto aos proprios micro-organismos ou ao
ambiente em que eles encontram-se (tabela 08).

O metabolismo dos fungos constitui-se de uma série de reac¢fes quimicas que, em
geral, servem para duas fungdes gerais. A primeira é anabolica onde ha troca de nutrientes
estruturais e funcionais. A segunda é a funcdo catabdlica, relacionada com a extracdo de
energia quimica ou de elementos nutritivos de substancias complexas por fornecer energia
atraves de reacOes anabdlicas (Putzke J; Putzke M, 2002). Ainda segundo os mesmo

autores, o metabolismo dos fungos geralmente esta dividido em dois tipos principais:
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metabolismo primario, que envolve reacGes metabolicas necessarias para manter e
aumentar a populacdo microbiana e metabolismo secundario que envolve a producéo de

nUMerosos compostos que ndo sdo essenciais a sustentabilidade do fungo.

Tabela 08. Fatores que afetam o processo de biorremediagdo microbiana em ambiente
impactado.

Quanto aos Micro-organismos Quanto ao Poluente
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
Presenca de populacdo microbiana no local. Biodisponibilidade fisico-quimica dos poluentes.
Ativacdo, mutacdo e transferéncia horizontal de Tipo, composicdo, concentracdo e toxicidade do

genes. poluente no ambiente.

Interacdo microbiana no ambiente (competicéo,
sucessdo e predagéo, por exemplo).
Aumento da populagdo microbiana degradadora
do poluente
Fontes de carbono alternativas para estimulacéo
de cometabolismo.

Fonte: Esposito; Azevedo, 2004.

Solubilidade e miscibilidade em/com a &gua.

A biorremediacdo pode ser limitada pela inibicdo do metabolismo fingico. Isto pode
ser causado por produtos quimicos ou toxinas presentes no ambiente ou produzidos pelos
préprios micro-organismos. A presenca de contaminantes (poluentes\substratos) em niveis
toxicos para a microbiota é bastante citada (Esposito; Azevedo, 2004).

De acordo com Seabra (2008), uma populagdo microbiana necessita de condigdes
ambientais especificas para biodegradar um determinado contaminante, pois caso
contrario, 0S micro-organismos entram em laténcia, reduzindo suas atividades metabolicas
e consequientemente néo realizando a biorremediacéo.

Os micro-organismos utilizam os hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia e
existem algumas consideragdes sobre este processo segundo Pereira-Jr. et al., (2009):

e Os hidrocarbonetos alifaticos sdo em geral mais facilmente biodegradados que
0S aromaticos;

e Os hidrocarbonetos alifaticos de cadeia normal sdo mais faceis de serem
biodegradados que os de cadeia ramificada. A introdugdo de uma estrutura
ramificada na molécula reduz sua biodegradabilidade.

e Hidrocarbonetos saturados sdo mais susceptiveis a degradacdo que oS
insaturados. A presenca de ligacdo dupla ou tripla carbono-carbono dificulta a
biodegradacéo.

e Por fim, os hidrocarbonetos alifaticos com cadeias a partir de 8 atomos de

carbono sdo mais facilmente biodegradaveis tanto menor seja 0 tamanho de sua



Maciel, C.C.S. Producéo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante por Curvularia lunata 49

cadeia. O comprimento ideal da cadeia para a biodegradagdo é de 10 a 20
atomos de carbono.

As bactérias e os fungos apresentam diferengas no que se refere ao ataque dos
substratos em questdo, os fungos filamentosos utilizam a hidroxilagédo para iniciar a
destoxificacdo, a maioria das bactérias utiliza a oxidacdo como ponto de partida para a
fissdo dos anéis, seguida da assimilacdo (Pereira-Jr. et al., 2009). A via catabodlica de
degradacdo dos HPA por fungos filamentosos e bactérias estd apresentada na figura 08.

Os fungos filamentosos em presenca de oxigénio e monoxigenases produzem fenol e
trans-dihidrodiol a partir de 6xido arenoso. As bactérias, por sua vez, produzem &cido cis-
cis muconico e o semi-aldeido 2 hidroxi-mucodnico, ambos formados a partir de uma
molécula de catecol que sofre clivagem. Para a¢do bacteriana é necesséaria a presenga de

NAD", oxigénio e enzimas diioxigenases (Cerniglia, 1992).
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Figura 08. Via catabolica de degradacdo de HPA por fungos (a) e bactérias (b) .
Fonte: Cerniglia, 1992.
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A estrutura quimica dos HPA tem influencia direta na sua biodegradabilidade, na
tabela 09, é possivel verificar a relagdo entre a estrutura quimica dos hidrocarbonetos do
petréleo e sua biodegradabilidade, tem-se como 0 composto mais biodegradavel a gasolina
com as fragBes n-butano, n-pentano, n-octano e nas fragdes menos biodegradaveis tem-se
destaque para os Oleos combustiveis e lubrificantes com o0s constituintes pireno e

Acenaftenos, respectivamente (Seabra, 2008).

Tabela 09. Escala de biodegradabilidade dos produtos refinados do petréleo de acordo com o0s
seus constituintes quimicos (U.S. Environmental Protection Agency, 1995 in Seabra, 2008).

Escala de Produtos refinados do Constituintes quimicos dos
biodegradabilidade Eetréleo hidrocarbonetos
Mais biodegradavel Gasolina n-butano, n-pentano, n-octano
Oleo diesel Nonano
Gasolina Metilbutano, dimetilpenteno, metiloctano
Gasolina BETEX
Oleo diesel, querosene Propilbenzenos
Oleo diesel Decanos
Querosene Dodecanos
Oleos combustiveis Tridecanos
Oleos lubrificantes Tetradecanos
) ) Oleo diesel Naftalens
Menos biodegradavel Querosene Fluorantenos
Oleos combustiveis Pirenos
Oleos lubrificantes Acenaftenos

Concentragdo do Contaminante

A concentragdo do contaminante segundo Seabra (2008), tem relacdo direta com a
eficiéncia na biodegradacao. Os hidrocarbonetos, por exemplo, apresentam baixos indices
de solubilidade e biodegradacdo limitada, devido a sua alta concentragdo. As altas
concentragdes dos contaminantes podem causar inibicdo da biodegradacdo, devido a
limitacdo de nutrientes ou de oxigénio ou ainda provoca efeitos toxicos exercidos pelos
hidrocarbonetos volateis. De acordo com Maciel et al., (2010), fungos do género
Penicillium, apesar de possuirem a capacidade de utilizar querosene de aviagdo como fonte
de carbono, demonstram uma redugdo na eficacia de degradacdo do poluente de acordo
com o0 aumento da concentracdo do mesmo, sendo os residuos gerados apds degradacdo de

30% de querosene toxicos para sementes de Brassica oleraceae..

Biodisponibilidade do Contaminante
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Em relacdo a biodisponibilidade do contaminante a microbiota degradadora, varios

fatores influenciam, havendo destaque para as taxas de dissolu¢cdo do poluente no

ambiente, emulsificacdo do substrato pelo micro-organismo e ainda a eficiéncia do

suprimento de contaminantes e nutrientes e, conseqlientemente, o crescimento dos micro-

organismos. Os hidrocarbonetos quando dissolvidos, solubilizados ou emulsificados s&o

mais disponiveis a biodegradacdo, esta disponibilidade do poluente esta diretamente

relacionada ao processo de biodegradacdo. Segundo Seabra (2008), os principais fatores

que afetam a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos a acdo dos micro-organismos séo:

Os hidrocarbonetos presentes em uma mistura complexa como o petréleo
sdo, em sua maioria biodegradados por culturas microbianas mistas de
maneira simultanea e em diferentes velocidades. A velocidade de
biodegradacdo dos hidrocarbonetos do petroleo varia em funcdo do
desaparecimento de certos componentes e da mudanca da biota presente no
sistema;

Os alcanos C1-C4 sdo degradados por poucas espécies microbianas. Os
alcanos de C5-C9 sdo tdxicos a muitos micro-organismos devido ao seu
efeito solvente, pois rompem a estrutura da membrana lipidica dos micro-
organismos. Os n-alcanos C10-C22 sdo os mais facilmente metabolizados.
Os alcanos que apresentam massa molar maior, do tipo graxa sélida, ndo sdo
tdo biodegradaveis por serem soélidos e hidrofébicos a temperatura
ambiente;

Os alcenos sdo raros no petréleo bruto;

Os iso-alcanos s8o bem menos biodegradaveis em comparacdo com 0s n-
alcanos correspondentes. O radical metila pode retardar ou bloquear
completamete a biodegradacao;

Alcenos tendem a ser mais toxicos em condi¢des aerobias, sendo menos
degradaveis quando em comparagdo com os analogos n-alcanos;

Os hidrocarbonetos monoaromaticos sdo toxicos, mas em concentragdes
reduzidas podem ser biodegradados e utilizados como fonte de carbono por
diversos fungos;

Os compostos poliaroméaticos com de 2 a 4 anéis sdo biodegradados

também, porém a eficacia desse processo esta inversamente proporcional a
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quantidade de anéis. Os naftalenos com 2 aneis aromaticos séo degradados
mais lentamente que 0s monoaromaticos;

e Cicloalcanos de baixo peso molecular raramente servem como substrato,
sendo degradados lentamente e em baixas concentraces. Ja 0s compostos
heterociclicos contendo nitrogénio, enxofre ou oxigénio em sua cadeia
podem ter a eficacia da biodegradacdo limitada. Os asfaltenos quando

condensados sdo altamente resistentes a biodegradacao;

Os indices de biodegradacdo estdo relacionados diretamente as interagdes das
moléculas dos contaminantes, das particulas do solo, da agua intersticial e dos micro-
organismos degradadores dos contaminantes. Na figura 09, é possivel visualizar a
representacdo esquematica de como esta disposta a dissolugdo dos compostos organicos
na fase aquosa. Este processo envolve as particulas soélidas do solo, dissolvidas na fase
vapor, sorvidas nas particulas solidas ou na matéria organica ou ainda como liquido de
fase ndo aquosa (Seabra, 2008).

Além das caracteristicas do contaminante, fatores ambientais também véo atuar

diretamente na eficacia do processo de biorremediacao.
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Figura 09. Representacdo esquematica de como estéo distribuidos os contaminantes
organicos nas diversas fases. Fonte: Seabra, 2008.

Condigdes ambientais e de cultivo
e Temperatura
A temperatura esta diretamente relacionada com a composi¢do da microbiota, além
de influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas dos hidrocarbonetos. A baixas

temperaturas, a viscosidade do 0leo aumenta, a volatilidade de alcanos toxicos de cadeias
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curtas diminui, sua solubilidade aumenta e hd uma reducdo da atividade enzimatica,
acarretando assim uma reducéo das taxas de degradacé@o pelos micro-organismos (Seabra,
2008).

Em temperaturas elevadas, a taxa de metabolismo aumenta, atingindo valores ideais
entre 30°C a 40°C. Acima desse valor, ocorre um decréscimo da biodegradacdo ou a
interrupcdo do processo devido ao aumento da toxicidade dos hidrocarbonetos, a
membrana celular e pela desnaturagdo enzimatica (Leahy; Cowell, 1990).

No solo, a temperatura também afeta a biodegradagdo, as taxas de degradagéo
atraves de enzimas e 0 metabolismo microbiano dobram a cada aumento de 10°C, até que a
temperatura iniba suas atividades, o que ocorre geralmente, a partir de 40°C (Leahy;
Colwell, 1990). Além de afetar diretamente, a temperatura pode provocar efeitos indiretos
na biodegradacdo, pois ela altera as propriedades dos contaminantes no que se refere, por
exemplo, a viscosidade do Oleo, composi¢cdo quimica ou até mesmo toxicidade a
microbiota. Temperaturas baixas, por exemplo, aumentam a viscosidade dos 0leos e reduz
sua solubilidade, inibindo o inicio da biodegradacéao (Seabra, 2008).

e Umidade e Atividade de Agua

A umidade afeta diretamente a atividade microbiana, pois a agua € um componente
indispensavel a viabilidade de células vivas. Além disso, a umidade auxilia nas trocas
gasosas e ainda ajuda no transporte de nutrientes. Os fungos séo considerados os micro-
organismos com maior capacidade de crescer em ambientes com baixa umidade relativa
(Esposito; Azevedo, 2004).

A atividade de agua refere-se a quantidade de agua que efetivamente esta
disponivel para os micro-organismos no processo de biodegradacdo, estando diretamente
condicionada ao tipo de solo e a estrutura do poluente (Pereira-Jr et al., 2009).

e pH

Este € um dos fatores que mais influencia no desenvolvimento microbiano. Em
condi¢Bes naturais, os fungos sdo mais tolerantes a condi¢Ges acidas (Leahy; Colwell,
1990). Em processos de biodegradagdo de hidrocarbonetos, a faixa étima de pH varia de
5,5 a 8,5 (Maciel, 2008). O pH influencia na solubilidade do contaminante em &gua e na
intensidade de sorcdo deste pelo solo, além de estar relacionado com a composi¢do da
microbiota. AlteracGes bruscas no pH podem vir a causar mudangas na comunidade
microbiana, pois cada micro-organismo exibe uma faixa 6tima de pH para atuagdo em
processos de biorremediacdo (Seabra, 2008).

e Salinidade
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A salinidade afeta negativamente a atividade microbiana, principalmente se esta for
realizada por fungos, pois eles resistem menos a salinidade elevada em comparagdo com as
bactérias (Pereira-Jr. et al., 2009).

Formacao de Residuos de Ligacéo

S&o também chamados de Bound-residues, ocorrem quando as fragdes do poluente
dissolvidas em solo ficam aderidas aos nanosporos presentes nos minerais de argila e na
matéria organica. Estes residuos formam-se principalmente devido as interagdes fisicas e
quimicas dos xenobidticos com a matéria organica natural (Ké&stner; Richnow, 2001). A
matéria organica constitui uma dos componentes do solo mais complexos, pois é resultante
da acdo de micro-organismos e reacOes quimicas envolvendo plantas e animais em
decomposicdo. Sua composicao ndo é fixa e dependo do clima, da natureza e da quantidade
de material em decomposicao no solo. E essa grande diversidade da matéria organica, que
faz com que os xenobioticos sofram reacfes quimicas além das que normalmente ele
sofreria através da atenuacdo natural e tornam-se tdo aderidos a matéria organica que ficam
praticamente indistinguiveis (Barraclough et al., 2005).

A aderéncia dos residuos ligantes pode ser considerada benéfica ou néo, pois caso o
material poluente fique aderido e com isso torne-se atdxico ou imobilizado, esta terda um
efeito benéfico. Porém caso este residuo que iré se ligar ao solo for tdxico, além de se fixar
no solo, sua remogéo serd muito dificil, portanto o impacto ambiental dos residuos ligantes
depende diretamente da sua toxicidade e da forma que eles apresentam ap0s a aderéncia
(Barraclough et al., 2005).

Segundo Wang et al., (2009), a formagdo dos residuos ligantes e a ocorréncia
simultdnea da mineralizacdo estd diretamente relacionada com o tipo de solo a ser
empregado, relacionando-se com o tempo de incubagdo e com o potencial hidrogenionico.

De acordo com Seabra (2008), os principais fatores que influenciam na formacéo
dos residuos de ligacéo séo:

e Reatividade quimica das substancias antropogénicas;

e Reatividade do substrato ligante (matriz macromolecular);

e Processos de transformacgé@o microbiana;

e Presenca de agentes catalisadores como enzimas, minerais de argila, oxigénio e

compostos de manganés e ferro.
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Presenca de Matéria Organica em Ambiente Impactado

A matéria organica, segundo Pereira-Jr. et al., (2009), pode indicar a presenga de
elementos alternativos que aumentam a taxa de biodegradagéo realizando dessa forma, o
cometabolismo. Desse modo, o processo de biodegradacdo pode ser otimizado ou
retardado em virtude dos elementos que estdo presentes no ambiente impactado, das
caracteristicas dos mesmos e dos metabolitos resultantes da biodegradacdo, que podem

gerar subprodutos mais ou menos toxicos que os constituintes originais.

Disponibilidade de Oxigénio, Nitrogénio e Fosforo

As condicgbes nutricionais estdo diretamente relacionadas com a otimizagdo do
processo de biorremediacdo, que em condi¢des aerobicas, ela ocorre de modo mais rapido
em oposicado as condi¢cbes com pouco ou nenhum oxigénio (Pereira-Jr. et al., 2009). De
acordo com Douglas (2005), em sedimentos ou em aguas profundas, onde ha auséncia de
luz e pouco ou nenhum oxigénio, a biorremediagdo ocorre mais lentamente.

Os compostos organicos quando oxidados perdem elétrons para um aceptor final de
elétrons, o oxigénio geralmente é esse receptor que sofre reducdo e € indicador da
biorremediacédo natural de locais contaminados (Mariano, 2006; Mazzeo, 2009). Existem
outros aceptores finais de elétrons que facilitam o processo de biorremediacdo, seu
potencial de oxidacdo varia de acordo com o tipo de aceptor, sendo mais alta para 0s
aceptores com potencial de oxidacdo mais alto. A sequéncia dos principais aceptores de
elétrons é: oxigénio > nitrato > Oxidos de ferro > sulfato > 4gua (Mariano, 2006).

Ainda de acordo com Mariano (2006), o nitrogénio é o segundo aceptor de elétrons
mais utilizado, empregado geralmente em condi¢cbes anaerdbias, sendo utilizados
principalmente por bactérias anaerdbicas facultativas. A relagcdo carbono/ nitrogénio tém
sido muito utilizada visando a otimizacdo da biorremediacdo através da variacdo desta
relacdo.

De acordo com Lin (2010), a biorremediagdo pode ser otimizada com a adic¢do de
nitrogénio e fosforo num processo chamado bioestimulagdo. O fosforo tem sido utilizado
pelos micro-organismos em pequenas dosagens, entretanto, de acordo com Fernandes
(1994), a adigdo de pequenas fracbes faz com que a degradacéo de petroderivados em agua

do mar, por exemplo, ocorra mais rapidamente.
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2.4 Ecotoxidade como parametro para avaliacdo da biorremediagdo

A toxicologia relaciona-se a determinadas substancias quimicas manufaturadas e de
outros materiais, antropogénicos ou naturais, causadoras de alteracdes fisiologicas e
bioquimicas aos organismos vivos, que entram em contato direta ou indiretamente com a
mesma. A toxicidade seria apenas um sintoma, uma resposta biologica as alteracdes das
condi¢cdes ambientais iniciais, e € considerada grave quando afeta o ecossistema ou seus
componentes, de modo a inibir sua capacidade de regeneracdo natural (Chapman, 2002).
Os principais efeitos adversos dessas substancias incluem letalidade a curto e longo prazo,
e efeitos subletais, como alteragbes comportamentais, reprodutivas, de crescimento e

alimentacéo (Souza, 2002).

A ecotoxicologia é mais complexa e leva em consideracdo a toxicologia e a
ecologia, pois visa avaliar e determinar os efeitos das substancias tdxicas de forma quali-
quantitativa, os efeitos adversos das substancias quimicas, considerando suas inter-relagdes

no ecossistema além da atuac@o nos organismos (Chapman, 2002; Azevedo; Chasin, 2003)

figura 10.
ECOLOGIA TOXICOLOGIA
QIKOS =CASA ESTUDO DOS EFEITOS DEUM
LOGQS =CONHECIMENTO + AGENTE QU[MIQD ATUMA DADA
CIENCIA DO HABITAT ESPECIE

ECOTOXICOLOGIA = ESTUDO DOS EFEITOS DE UMA
OU MAIS SUBSTA NCIAS A UMA POPULAGAO OU
COMUNIDADE DE ORGANISMOS

Figura 10. Conceito da ecotoxicologia segundo Blaise, 1984 in Zagatto; Bertoletti (2006).

Segundo Zagatto e Bertoletti (2006), o estudo ecotoxicoldgico necessita da
avaliacdo dos riscos indiretos provenientes da bioacumulagdo, biomagnificacdo e
transformacdes que ocorrem com o poluente, que podem afetar a flora e a fauna incluindo
também o homem. As propriedades ecotoxicologicas dos agentes quimicos como 0S
hidrocarbonetos, por exemplo, determinam o efeito especifico num alvo como orgaos,
individuos, populagdes e comunidades. Os parametros utilizados para se quantificar os

efeitos adversos dos poluentes sobre a biota séo variados como numero de organismos
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vivos ou mortos, taxa de reproducdo, comprimento e massa corpdrea, presenca e
quantificacdo de anomalias ou tumores, alteracGes fisiologicas, densidade, diversidade de
espécies em uma comunidade, entre outros (Zagatto; Bertoletti, 2006).

O estudo sobre os efeitos de poluentes no ecossistema como um todo é
extremamente complexo e por vezes, inviavel devido a diversos fatores tais como custos,
disponibilidade de tempo, extensdo das areas sob impacto e diversidade das espécies
envolvidas. Para que se possa estimar os efeitos deletérios de materiais toxicos sobre o
meio ambiente é necessario realizar testes de toxicidade. O indice que expressa a
toxicidade aguda (CL50) é um valor estatisticamente obtido que representa a melhor
estimativa necessaria para ocasionar a morte em 50% dos organismos (Chasin e Azevedo,
2003).

Os testes de toxicidade aguda sdo ferramentas importantes e confiaveis para estimar
as concentracdes, nas quais um determinado produto toxico provoca efeitos deletérios em
uma populacao de organismos previamente selecionada (Capuzzo et al., 1988; EPA, 2002).
Estes testes simulam a situacdo ambiental na qual o organismo é exposto, a manifestacéo
de um efeito é observada em um curto espaco de tempo ap0s administracdo de uma
concentracdo unica e elevada de uma substancia. O indice que expressa a toxicidade aguda
(CL50) é um valor virtual estatisticamente obtido que representa a melhor estimativa da
concentragdo necessaria para provocar letalidade em 50% dos organismos e é, portanto,
sempre acompanhada de meios de estimar seu erro. O ensaio de toxicidade aguda permite:
estabelecer uma relacdo entre a concentragdo de exposicdo e a intensidade de efeitos
adversos observados; calcular a CL50; estabelecer uma comparacdo da toxicidade de uma
substancia com outras substancias na qual a toxicidade é conhecida (Azevedo; Chasin,
2003).

Os critérios para escolha do organismo-teste devem levar em consideracdo sua
representatividade em relacdo a um determinado grupo de importancia ecoldgica; a
facilidade de manutencdo em laboratorio; sua estabilidade genética (populacdes
uniformes); e sua pertinéncia como membro de uma familia que pertenca a cadeia
alimentar do homem. Deve se considerar, ainda, o conhecimento sobre o toxicante em
termos de suas propriedades fisico-quimicas: hidrolise, oxidagdo, estrutura molecular,
solubilidade, volatilidade, bem como os fatores bioldgicos, os quais determinam como
agentes potencialmente toxicos agem no ambiente e como 0 ambiente atua no agente para

que se possa estimar o potencial de exposigédo dos toxicantes (Rand et al., 1995).
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No Brasil a padronizagdo de ensaios ecotoxicoldgicos foi criada a partir de 1971
com testes realizados por Rocha et al., (1971), descritos no relatorio técnico da Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo -CETESB. Com o passar
do tempo, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas —ABNT estabeleceu normas
relativas a testes ecotoxicologicos com organismos aquaticos, sendo adotados em todo

territorio nacional como requisito para emisséo de residuos no ambiente.

25 O POTENCIAL DOS FUNGOS NA DESCONTAMINACAO DE LOCAIS
IMPACTADOS

2.5.1 Caracteristicas Gerais dos Fungos

Os fungos sdo seres eucaridticos quimiorganotréficos, apresentando-se na forma
filamentosa (multicelular) ou levedura (unicelular). Eles constituem um grupo bastante
diversificado tanto em relacéo as suas caracteristicas morfoldgicas quanto a sua capacidade
metabolica (Tavares, 2006)

Fungos filamentosos apresentam seus nucleos dispersos em um micélio que pode
ser continuo ou septado. N&o apresentam plastos ou pigmentos fotossintéticos e absorvem
0s nutrientes do ambiente. Possuem carater saprobio, podendo ser parasitas facultativos ou
biotroficos. Além disso, sdo bastante heterdgenos podendo apresentar diferentes formas
estruturais de acordo com o ciclo de vida (Tavares, 2006).

A estrutura vegetativa dos fungos filamentosos apresenta-se constituida por um
filamento tubular (hifa), que se origina principalmente a partir de um Unico esporo
reprodutivo. As colbnias de fungos filamentosos apresentam-se em forma de rede
tridimensional ramificada de hifas conectadas. Estas hifas espalham-se aumentando a area
de superficie relativa e facilitam a absorcdo, segregacdo e excrecdo de substancias. Em
culturas submersas, sob agitacdo, os fungos filamentosos apresentam-se morfologicamente
diferentes formando massas miceliares agregadas de forma esférica ou elipsoidal,
denominadas de “pellets”. Quando cultivados de modo estatico estes espalham-se na
superficie estando dispostos horizontalmente (Esposito; Azevedo, 2004).

Em relacdo ao nivel tréfico, os fungos sdo decompositores e desempenham,
portanto um papel muito importante na manutengdo ambiental. Produzem enzimas intra ou
extracelulares, ndo especificas, e estas os permitem utilizar como fonte de carbono e
energia uma ampla gama de substratos inclusive poluentes complexos (Esposito; Azevedo,
2004).
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Dentro do grupo dos fungos filamentosos reconhece-se quatro filos: Basidiomycota,
séo os fungos superiores que produzem enzimas digestivas extracelulares constituidos por
hifas septadas, com poros do tipo doliporo, formam corpos frutiferos nas espécies mais
evoluidas e basidios e basididéspororos. Assim como os Basidiomycota, 0s Ascomycota
podem apresentar-se na forma de levedura ou micelial. Os Ascomycota apresentam o
micélio septado e os poros simples reproduzem-se por gemacdo, fissdo, fragmentacdo do
micélio, formacdo de clamiddésporos, formando na reproducdo assexuada ascos e
ascosporos. Os Zygomycota compreendem fungos com miceélio cenocitico, salvo excec¢des
com micélio septado na base da estrutura reprodutiva. Formam esporangidforos,
esporangiosporos, esporangiolos e conidios. Por fim, tem-se os Chytridiomycota que
contém fungos flagelados, apresentando esporangios, eles podem reproduzir-se por
copulagdo planogamética e somatogamia (Esposito; Azevedo, 2004).

Na natureza, os fungos podem ocupar diversos nichos ecoldgicos: parasitas,
saprobios, alimentando-se de uma grande diversidade de substancias organicas nao-vivas e
podem ainda estabelecer relagdes simbiontes como liquens e micorrizas. Independente do
modo de nutri¢do, a condicdo de absortrofos dos fungos permite que eles possam absorver
0S nutrientes necessarios para seu crescimento a partir dos substratos disponiveis
(Alexopoulos et al., 1996).

Os fungos mostram um requerimento indispensavel de determinados elementos
presentes no meio de cultivo, sem o0s quais ndo poderiam crescer; sdao os elementos
essenciais. A essencialidade de um elemento pode ser determinada através de dois tipos de
enfoque: pela presenga do elemento na composi¢do elementar quimica da biomassa do
fungo ou ainda pela avaliagdo do crescimento do fungo em um meio de composigéo
definida. Os meios de cultivo apresentam em sua composicao elementos importantes para
o0 crescimento dos micro-organismos em laboratério. Estes meios podem ser classificados
em naturais, de composi¢do qualitativa desconhecida, como os produtos naturais ou seus
derivados de origem animal ou vegetal; ou sintéticos onde seus componentes quali e
quantitativos sdo conhecidos e ainda os semi-sintéticos, onde seus componentes sdo
derivados de produtos naturais (Esposito; Azevedo, 2004).

Na composi¢do quimica dos meios de cultivo, sdo encontrados macroelementos,
que sdo necessarios em maiores concentracdes no meio, e 0s microelementos que sdo
requeridos na faixa mili ou micromolar. Dentre 0s macroelementos, 0s presentes na
composicdo elementar da célula fangica sdo: carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio,

sendo os elementos mais importantes. O carbono tem uma alta porcentagem na
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composicdo da biomassa o que faz com que seja 0 macroelemento mais importante
quantitativamente em um meio de cultivo. A glicose é a fonte de carbono mais utilizada,
pois na natureza é o agucar mais comum em funcao de sua participagdo na composicao de
celulose, amido e outros agucares (Putzke J; Putzke M, 2002). No entanto, os fungos sdo
capazes de utilizar os mais diferentes substratos como fonte de carbono, como por
exemplo, os hidrocarbonetos do petroleo (Batista-Filho et al., 2003).

O nitrogénio entra principalmente com dois tipos de macromoléculas muito
importantes: proteinas e acidos nucléicos. Existem trés formas principais de assimilagdo do
nitrogénio pelos fungos: nitrato, amonia e nitrogénio organico (Batista-Filho et al., 2003).
Segundo Wainwright, (1988), a capacidade dos fungos em fixar diretamente nitrogénio €
nula, estando esta capacidade estrita aos organismos procariontes.

Ainda que o nitrogénio seja requerido para a sintese de proteinas e outros
compostos celulares, o carbono é imprescindivel como fonte de energia. Um meio ideal
deve, portanto, conter 10 vezes mais de carbono que nitrogénio. Uma relacdo C:N igual ou
superior a 10 garantird um alto conteido protéico. Em contrapartida, o excesso da relacdo
C:N ira provocar o acumulo de alcool e metabdlitos secundarios.

O oxigénio, além de outros compostos gasosos, pode ser obtido da atmosfera por
absorcéo e o catabolismo produz aproximadamente 12 metabolitos percussores comuns em
organismos diferentes, com 0s quais, por anabolismo sintetizara 0s compostos essenciais
para a producéo de biomassa pelo fungo em crescimento (Esposito; Azevedo, 2004).

O hidrogénio, segundo Buylksonmez et al., (1998), é um dos elementos mais
importantes para a sobrevivéncia dos fungos além de facilitar o processo de biodegradacéo
microbiana em ambientes contaminados por hidrocarbonetos.

Outros macroelementos que sdo utilizados para a sobrevivéncia da célula fngica
sdo o foésforo e o enxofre. O primeiro pode ser absorvido sob a forma de anion
monovalente, a partir de sais inorganicos ou de fontes organicas. O enxofre, por sua vez, é
absorvido pelos fungos na forma de sulfatos, sulfitos e tiossulfatos (Alexopoulos et al.,
1996).

E ampla a gama de nutrientes que sdo essenciais para um bom funcionamento e
reproducdo das células fungicas. Esposito e Azevedo (2004) estabeleceram a relagdo
elemento quimico essencial, fonte onde o elemento é encontrado e sua relagdo com a
importancia para manutencgdo das funcdes metabdlicas (tabela 10).

Fungos sé@o indicados para a aplicacdo em sistemas de biorremediagdo, pois sdo

capazes de crescer sob condicOes de estresse ambiental, as quais geralmente limitam o
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crescimento bacteriano. O crescimento dos fungos (induzido quimiostaticamente em
direcdo a fonte de carbono orgéanico), por meio do alongamento e da ramificacéo das hifas,
permite a colonizacdo de grandes &reas, otimizando o contato do micro-organismo com o
contaminante, uma vez que aumenta sua biodisponibilidade e, conseqientemente,

biodegradacdo (Tavares, 2006).

Tabela 10. Fontes e funcdo metabolica dos principais elementos essenciais para 0s fungos

Elementos Fontes Funcéo Metabdlica
Carbono Compostos organicos Principal constituinte do material celular
Oxigénio  0,, H,O, compostos organicos Principal constituinte do material celular
Hidrogénio  Hy H,0, compostos organicos Principal constituinte do material celular
- +
Nitrogénio NG5, NH, ', compostos Principal constituinte do material celular
organicos
Enxofre S0%",, SO%;, enxofre organico Constituinte de aminodcidos e vitaminas
E6sforo HPO?, Constituinte de 4cidos nu,clelcos, fosfolipideos e
nucleotideos.
Potassio K* Principal ion inorgénico na célula, co-fator de algumas
enzimas.
Magnésio Mg** Co-fator de numerosas enzimas
Caélcio Ca* Co-fator de muitas enzimas
Ferro Fe?*, Fe*", Complexos de ferro Co-fator enzimatico
Sédio Na* Envolvido em processos de transporte
Cloro CI Principal &nion inorganico das células

Fonte: Esposito; Azevedo, 2004.

Em processos de biodegradacdo é essencial que o periodo de destoxificacdo do
contaminante pelo fungo ocorra de modo rapido e para que isto ocorra muitos autores
relatam que a aclimatagdo exerce grande influéncia neste processo. Em contato com o
poluente, as celulas microbianas vao exibir uma resposta fisiologica diferente da que
estariam habituadas. Este processo desencadeia a producdo de metabolitos que podem ser
de grande interesse biotecnolégico como, por exemplo, a producdo de enzimas induzidas
como as do sistema lignolitico e os biossurfactantes (Oliveira, 2010). A aclimatagdo
fangica a poluentes pode ser acelerada ou otimizada quando este é capaz de crescer em
contato com o petroderivado e utiliza-o como fonte de carbono para producao de biomassa.
Maciel et al. (2010) observou producéo de biomassa de, pelo menos, 10g/L por espécies de

Penicillium sp. em contato com até 24% de querosene de aviag&o.

2.5.1.1 O género Curvularia
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O género Curvularia foi descrito inicialmente com a espécie C.lunata (Wakker)
Boedijn. Nele encontram-se espécies da familia Dematiaceae que apresentam conidioforos
macronematosos, mononematosos, direitos ou flexuosos, frequentemente geniculados e
algumas vezes nodosos. Estas espécies apresentam ainda células conidiogénicas
politétricas, integradas, terminais e simpodiais, fragmoconidios solitarios, acropleurogenos
por proliferagdo subterminal do conididforo. Este apresenta-se cor oliva a castanho, tem
formato elipsoide, cilindrico, obovéide ou piriforme, com trés ou mais septos transversais.
Os conidios sdo muitas vezes desigualmente curvos devido ao alargamento de uma ou duas
celulas centrais, que apresentam septos rigidos e hilo truncado ou protuberante (ELIS,
1971). O género € composto atualmente por mais de 40 taxons que se distinguem pela
morfologia dos conidios, principalmente nimero de septos, e das col6nias (Zhang-Meng et
al., 2004; Chung, 2005).

De acordo com o Banco de Culturas da Associagdo de Micologia Internacional,
existem 108 registros de espécies agrupadas no Género Curvularia, todas consideradas
Dematiaceas devido a coloracdo escura de hifas e conidios, devido a presenca de melanina
na parede celular. A ocorréncia de melanina tém demonstrado acdo antioxidante,
neutralizacdo da descarga oxidativa dos neutréfilos nos tecidos do hospedeiros, além de
maior resisténcia a agentes xenobioticos (Mycobank, 2010; Ferreira, 2010).

A variabilidade morfoldgica observada nos fungos deste género permitiu a
organizacdo deste em trés grupos principais: “geniculata”, com a espécie C. geniculata
(Tracy e Earle) Boedijin, “lunata”, com a especie C.lunata (Tracy e Earle) Boedijin e
“maculans” com a espécie C.maculans (Tracy e Earle) Boedijin. A principal diferenca
entre estas espécies é a forma dos conidios e o nimero de septos (Corbetta 1964). Nos
grupos “lunata’ e “maculans” encontram-se espécies com conidios 3-septados e no
“geniculata” os conidios 4-septados ou mais. A principal diferenca entre as espécies
“lunata e “maculans” é a curvatura mais pronunciada do conidio em C.lunata, alem do

volume maior da célula mediana e da presenca de estroma em cultura.

A espécie Curvularia lunata apresenta como sinonimia Helminthosporium
curvulum Sacc. 1916 [LEG; MB152356]. A mofologia da col6nia é caracterizada pela
expansdo da colonia de cor preta e micélio, quando presente, possue coloragdo
esbranquicada. A microscopia oOptica revela conidioforos eretos, ramificados septados e
com uma leve flexdo na regido apical (Figura 11). S&o visualizadas ainda cicatrizes
marrom escuras. Os conidios apresentam paredes lisas verde-escuro a marrom. Conidios

obovoidais clavados e curvados, podendo atingir as dimensdes de 21-31 x 8,5-12um
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(Mycobank, 2010). A fase teleomorfica so é visualizada em laboratorio: Cochliobolus
lunatus (Nelson & Haasis) (Ascomicota, Euascomiceto, Pleosporales e Pleosporaceae).
Duas variagdes da espécie C. lunata foram relatadas: var. aeria, isolada do ar em Recife,
Pernambuco, Brasil e var. lunata, isolada do solo na forma de esclerécios em diversos

paises da regido tropical (Mycobank, 2010).

Figura 11. Representacdo esquematica do aspecto morfoldgico das estruturas reprodutivas

microscopias de espécies do género Curvularia lunata. Fonte: Mycobank, 2010.

Os fungos do género Curvularia sdo saprofitas do solo, amplamente espalhados
pelo mundo e encontrados normalmente em ambientes despoluidos, entretanto existem
relatos da presenca de espécies de Curvularia em ambientes impactados por metais
pesados e por petroderivados (Paraszkiewicz et al., 2009). Além disso, espécies de
Curvularia tém sido isolados de diversas partes de vegetais superiores sendo considerados
endofiticos. Quando capazes de sobreviver ao sistema de defesa vegetal sdo considerados
fitopatogénicos (Mycobank, 2010). Estes micro-organismos podem ter seu potencial
direcionado para a producdo de metabolitos secundarios visando a inibicdo de agentes
patogénicos, anti-helminticos e inseticidas de grande importancia agricola (Ferreira, 2010).
E crescente o nimero de relatos na literatura a respeito dos metabélitos produzidos pelas

espécies do género Curvularia e que sdo de grande interesse industrial e biotecnoldgico.

2.5.2 Producéo de enzimas do sistema lignolitico por fungos
Enzimas sdo proteinas globulares que v@o atuar como catalizadoras de reacgdes
bioquimicas ao nivel celular. Estas apresentam em sua estrutura cadeias de centenas de

aminoacidos dispostos em uma complexa estrutura tri-dimensional que facilita sua acgéo.
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Uma unica molécula de enzima é capaz de converter muitas moléculas de substrato durante
0 seu tempo de vida, a essa capacidade, denomina-se atividade enzimatica. De acordo com
a International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) as enzimas séo
classificadas de acordo com o numero “EC” que as classifica através de sua classe e com a
reacao que catalisa (Tavares, 2006).

A diversidade de enzimas microbianas uteis é quase sem limite e pode trazer um
futuro bastante promissor. O desenvolvimento dos métodos de fermentacdo para produgédo
de enzimas por micro-organismos ndo tem assegurado um suprimento potencialmente
ilimitado, mas tornou possivel a génese de novos sistemas enzimaticos que ndo puderam
ser obtidos das fontes animais e vegetais. As enzimas sdo amplamente utilizadas na
industria, como por exemplo, as amilases na producdo de xaropes a partir do amido de
milho, na producdo de papéis (um revestimento para lisura) e na producdo de glicoses de
amido. Os fungos eram utilizados como parte de um processo basico para o preparado
enzimatico conhecido como koji (fluorescéncia do mofo) usado na fermentacdo de
produtos a base de soja (Moreira Neto, 2006).

O grande desenvolvimento dos processos biotecnolégicos aumentou
significativamente a importancia das enzimas de origem microbiana, onde em varios casos
substituem as de origem animal e vegetal apresentando vantagens como o curto tempo de
producdo, a continua producgdo independente da época do ano, o processo fermentativo ndo
demanda muito espaco e a possivel utilizacdo de substratos de baixo custo (Maldonado,
2002).

Dentro do grupo dos fungos degradadores de polimeros complexos, temos 0s
lignoliticos e os ndo lignoliticos. Muitas das transformagdes realizadas pelos fungos,
inclusive a degradacdo de poluentes, sdo realizadas pelo sistema enzimatico intracelular
citocromo P-450 monoxigenase. Os produtos dessas enzimas sdo solUveis em agua e
menos toxicos, levando por isso a destoxificagdo (Van Den Brink et al., 1998).

O fungo ndo lignolitico mais estudado quanto a capacidade degradadora de
macromoléculas é Cunninghamella elegans. Existem muitos estudos que comprovam sua
versatilidade fisiolégica para degradar diferentes poluentes como o petrdleo e o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Cerniglia, 1997). Assim como em seres humanos,
0 citocromo P450 realiza a monoxigenacdo inicial do fenantreno em Oxidos arenos
(epbxidos), que, através das enzimas epdxido hidrolases, sdo transformados em trans-
diidrodidis, ou um dos anéis pode ser rearranjado ndo-enzimaticamente a fenol e ser

conjugado, originando compostos como o-glicosideos e o-glicoronideos. Os trans-
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diidrodidis sdo transformados por desidratagdo em fenantrois, que podem entdo ser
convertidos em 9-fenantril-beta-Dglicopiranosideo, que se acredita ser um dos produtos
finais da via de degradacdo dos fungos ndo-lignoliticos (Biocatalysis/Biodegradation,
2005).

Além do sistema citocromo P-450 monoxigenase, os fungos utilizam enzimas
extracelulares lignoliticas, que conferem uma maior tolerdncia aos poluentes em
concentragdes que seriam toxicas para outros organismos. A maioria dos fungos produtores
de enzimas necessarias a degradagdo de material lignoceluldsicos pertence aos grupos
Basidiomycota, Ascomycota e alguns Deuteromycota.

Vérios parametros de cultivo afetam a producdo e a atividade das enzimas
lignoliticas por fungos: disponibilidade de oxigénio, fonte e concentracdo de carbono e
nitrogénio, microelementos, pH e temperatura (Van Der Merwe, 2002).

O sistema enzimatico fenoloxidase, esta amplamente distribuido entre os seres
vivos, neste sistema estdo as maiores familias de enzimas fungicas ligninoliticas como
lacases, lignina peroxidase-LiP e manganés peroxidase-MnP (D'Souza et al., 1999). Os
micro-organismos mais estudados como biodegradadores de lignina na natureza séo os
fungos da podrid@o branca, pertencentes aos basidiomicetos e 0 mais estudado no que se
refere a degradacdo de poluentes de um modo geral, € o Phanerochaete chrysosporium
(tabela 11).

A maioria produz fenoloxidases extracelulares com importante papel na degradacgéo
da lignina. Estas enzimas sdo utilizadas principalmente na industria de biopolpacdo da
madeira, aproveitamento de residuos lignocelul6sicos para racdo animal, degradacdo de
xenobioticos e biorremediacdo (Valmaseda et al., 1990; Matheus, Okino, 1998; D'Souza et
al., 1999).

O sistema de acdo da degradacdo microbiana por fungos lignoliticos tem sido
amplamente estudado e a respeito da estrutura irregular da lignina, os fungos filamentosos
podem produzir enzimas extracelulares que apresentam pouca especificidade. Isto faz com
que eles sejam capazes de biodegradar compostos diferentes. Experimentos com estas
enzimas purificadas provaram que s@o capazes de transformar e mineralizar contaminantes
ambientais como HPA, corantes azo, herbicidas e outros compostos toxicos através da acao
das enzimas extracelulares (Cajthaml et al., 2001; Clemente; Durrant, 2002; Bonugli-
Santos et al., 2010).
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Tabela 11. Fungos envolvidos na recuperacdo de ambientes contaminados por diferentes

poluentes.
Poluentes Principais micro-organismos Referéncias
Fusarium solani, F. oxysporium, Trichoderma polysporium,
. o S : . Barclay et al.,
Metais Scytalidium thermophyllum e Penicillium miczynski (1998)
Pesticidas e Esposito:
organoclorados Aspergillus niger, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Az%vedo,
(Pentaclorofenol — Phanerochaete chrysosporium (2004)
PCP)
. . Esposito;
Plastlsglsié;ﬁgﬁg;eno € Phanerochaete chrysosporium Azevedo
(2004)
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Cladosporium Bayman;
Explosivos (TNT) resinae e Cunninghamella echinulata var. elegans. Radkar
(1997).
Aspergillus versicolor, Cephalosporium acremonium, Penicillium
sp., Cunninghamela elegans, Candida spp., Torulopsis sp., Cerniglia;
Hidrocarbonetos Rhodotorula sp., Sporobolomyces sp., Beauveria bassiana, Perry (1973);
chrysosporium sp., Mortiella sp., Paecilomyces sp.
Penicillium janthinellum, Aspergillus niger, Candida lipolytica, Sack et al.,
. Candida rugosa, Rhodotorula munita, R. glutinis, Irpex lactus, (1997);
Hidrocarbonetos . - . A
-, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Torulopsis Chaineau et
Aromaticos : . -
D sp., Sporobolomyces sp., Beauveria bassiana, Chrysosporium sp., al., (1999)
Policiclicos (HPA) - i o i .
Mortiella sp.; Penicillium spp.; Aspergillus sp. Boonchan et
al., (2000).

Fonte: Esposito; Azevedo (2004).

A degradacéao destes compostos pelas enzimas degradadoras da lignina ocorrem pelo
fato delas ndo serem substrato-especificas. Dessa forma elas podem oxidar outros
compostos com estruturas aromaticas similares a da lignina como hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, compostos organicos clorados, substratos sintéticos e polimeros
(Winquist et al., 2008).

Alguns fungos tém a capacidade de metabolizar hidrocarbonetos do petréleo. Um dos
primeiros estudos de biorremediagdo por fungos relatou que os géneros Aspergillus,
Cephalosporium, Penicillium e Cuninghamella isolados de ambiente estuarino, foram
capazes de utilizar exclusivamente petréleo como fonte de carbono e energia (Cerniglia;
Perry, 1973). Em outros estudos, varios fungos filamentosos e leveduras, apresentaram
capacidade de utilizar petroleo e seus derivados para a producdo de biomassa. De solo
contaminado por petroleo e/ou seus derivados, por exemplo, foram isoladas espécies de
leveduras como Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces e Torulopsis e de fungos
filamentosos Aspergillus, Beauveria bassiana, Chrysosporium, Mortiella e Penicillium
(Chaineau et al., 1999).
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Segundo Soriano et al., (2007), a biodegradacdo de alcanos por micro-organismos
ocorre em etapas sucessivas de oxidagcdo promovidas por enzimas do tipo monoxigenase e
desoxigenase. Inicialmente pela acdo das enzimas formam-se alcoodis, que logo sdo
oxidados a aldeidos e em seguida a acidos graxos que sdo oxidados novamente a
proprionato e acetato. O principal fator que vai variar nesse processo configurando um
tempo maior é a capacidade dos micro-organismos de biodegradar cadeias de tamanhos
diferentes.

Para degradacdo das fracOes aromaticas, é requerido um aparato enzimatico mais
complexo, pois precisa haver a quebra do anel aromatico para que as cadeias fiqguem
disponiveis em seguida. As enzimas envolvidas séo as dioxigenases que catalizam reacgoes
de diidroxilacdo resultando em um cis-diidrodiol, ap6s nova oxidacdo ha a formacdo de
catecdis, que sofrendo acdo enzimética novamente ocasiona a ruptura do anel aromético
(Rosenberg et al., 1992; Soriano et al., 2007).

As enzimas extracelulares microbianas lignoliticas séo um meio efetivo de degradagéo
de poluentes, sendo relatadas na literatura principalmente a producéo por basidiomicetos:
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus e espécies do
género Pleurotus (Balan, 2001; Kamida et al., 2005; Machado et al., 2006; Jacques et al.,
2007).

A importancia de enzimas lignoliticas extracelulares esta no seu carater ndo especifico,
que confere a degradacdo de uma variedade de compostos poluentes como fenois,

pesticidas, explosivos (Ferreira, 2009).

2.5.2.1 Manganés Peroxidase (MnP) e aplicacdes

A MnP ¢é uma enzima extracelular glicosilada, do tipo glicoproteina com ferro
protoporfirinico 1X como grupo prostéico, dependente de perdxido de hidrogénio para sua
atividade. A oxidacéo da lignina depende diretamente da disponibilidade de ions manganés
(Fasanella, 2008).

O processo de degradacdo por esta enzima tem inicio com ligacdo de peroxido de
hidrogénio com o ferro nativo da enzima (complexo ferro-perdxido). Em seguida, ocorre a
ruptura da ligagdo O-O do peroxido, que necessita da transferéncia de dois elétrons do
grupo heme da enzima. Esta quebra resulta na formacéo do radical Fe**-oxo porfirina
(MnP-1). A quebra da ligacdo entre os oxigénios do peroxido libera uma molécula de agua.
Em seguida ocorre uma reducdo formando MnP-II (Fe**-oxo porfirina néo radicalar. Um

elétron é doado (Mn?*) a este complexo intermediario e ocorre a oxidacdo & Mn®*" e ha
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novamente a liberagdo de uma molécula de agua. Esta nova molécula formada é
estabilizada por acidos organicos e age como um agente oxi redutor difuso que ataca as
moléculas organicas inespecificamente subtraindo um elétron (Gold; Alic, 1993; Fasanella,
2008).

A utilizagdo de fungos no tratamento dos mais diversos tipos de residuos tem sido
alvo de inameros estudos, especialmente por sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares tais como a manganés peroxidase (MnP). Esta enzima atua sob compostos
poluentes recalcitrantes, removendo-os ou transformando-os em outros produtos menos
toxicos (Karam; Nicel, 1997; Silva; Esposito; Azevedo, 2004). Esta entre as enzimas mais
comuns que apresentam o maior potencial para aplicagdes industriais. Nestas enzimas
faltam a especificidade pelo substrato e, com isso, sdo capazes de degradar uma ampla
faixa de xenobidticos incluindo efluentes corados (De Souza; Peralta, 2003).

MnP é uma enzima bastante produzida pelos fungos ligninoliticos, agindo
conjuntamente com LiP, com a LaC ou com ambas na biodegradacdo da lignina ou de
compostos relacionados a ela (Raghukumar et al. 2001). No entanto, ha relatos de espécies
fungicas em que a MnP ndo é detectada mesmo sob condig¢Ges de cultivo ligninoliticos
(Souza et al. 2008).

Dentre os fungos produtores de MnP pode-se citar Phanerochaete chrysosporium,
Phlebia radiata, Ceriporopsis subvermispora, Nematoloma frowwardii, Pleurotus eryngi,
Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarus e Bjerkandera adusta (Coelho, 2007).

Segundo Fasanella (2008), descobertas recentes a respeito do papel da MnP na
degradacéo, permite a adogdo dos conceitos de Kirk e Farrell (1987), em que a degradacgéo
da lignina constitui um processo de combustdo enzimatica extracelular. Este conceito tem
sido adotado para facilitar a descricdo da despolimerizagcdo de lignina de alta massa
molecular pela atuacao inespecifica de enzimas lignoliticas. Existe um registro de patente
para a utilizacdo desta enzima produzida por Pleurotus sajor-caju com aplicacdo industrial
e/ou ambiental na remocdo de fendis potencialmente toxicos, sob 0 nimero de patente:
P10702645-5A2 (Patentes on line, 2010).

2.5.2.2 Lignina Peroxidase (LiP) e aplicacbes

Depois da celulose, a lignina é o segundo biopolimero terrestre mais abundante,
sendo encontrado como parte integrante da parede celular de vegetais, emaranhada em uma
matriz de celulose e hemicelulose. A lignina é uma glicoproteina que apresenta em sua

estrutura anéis aromaticos (figura 12). Contém ferro-protoporfirina IX (heme) como grupo
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prosteico e necessita assim como MnP, de perdxido de hidrogénio para realizar sua
atividade catalitica (Esposito; Azevedo, 2004).

A enzima MnP oxida a lignina e outros compostos derivados da mesma, assim
como a enzima LiP, que também oxida compostos ndo fendlicos por retirada de elétron de
um nucleo aromatico, criando um radical instavel que passa por numerosas transformacées
levando a decomposicdo do substrato. O alcool veratrilico € o redutor preferido pela
enzima LiP, sendo produzido pelo fungo apds lignolise e, aparentemente, protege a enzima
contra inativagcdo pelo excesso de perdxido de hidrogénio. Na presenca de peroxido de
hidrogénio, a LiP oxida o &lcool a veratrilico, reacdo esta comum em ensaios de atividade
da LiP (Melo; Azevedo, 1997).

CH,0H CH,0H CH,OH
= = =
S I ~ OMe = OCH;,
P P Grupo Metoxi
= OMe MeO OMe
fenilpropano HO HO HO
acido p-coumaril cido coniferil alcoal sinapil

Figura 12. Unidade de fenilpropano e mondmeros da lignina, onde é possivel
visualizar os anéis aromaticos de sua estrutura. Fonte: Aguiar-Filho, 2008.

A biosintese da lignina é um campo de pesquisa bastante promissor principalmente
devido a sua relevancia econémica (Aguiar-Filho, 2008). O uso de enzimas tem sido
explorado, pelo ser humano ha milhares de anos, e hoje é considerado um dos maiores
setores da industria biotecnoldgica. A exploracdo pode ser de forma direta através de
preparacOes enziméticas brutas animal e vegetal, ou indiretamente pelo aproveitamento da
acdo enzimatica decorrente do crescimento microbiano sobre determinados substratos
(Neidleman, 1991 apud Colen, 2006)

As enzimas microbianas produzidas comercialmente sdo provenientes de bactérias
e fungos (filamentosos e leveduras), sendo a sua maioria extracelular, da classe das
hidrolases. A diversidade das enzimas microbianas é enorme, tendo aumentado a cada dia,
devido a descoberta de novas enzimas e novas aplicagfes (Jaeger; Reetz, 1998).

A LiP ¢é uma glicoproteina hémica que catalisa uma variedade de compostos
fendlicos, ndo fendlicos, hidratos de carbono aromaticos e outros compostos mais

resistentes ao ataque microbiano. Estas enzimas precisam de peroxido de hidrogénio como



Maciel, C.C.S. Producdo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante por Curvularia lunata 70

cofator e a reacdo enzimatica ocorre através da oxidacdo de elétrons seguida de reacGes
ndo enzimaticas. As ligninases tém sido consideradas como uma promissora alternativa
biotecnoldgica para a remogdo de compostos toxicos do ambiente. Um dos principais
exemplos tem sido na industria téxtil, onde existe um vasto consumo de agua e
componentes quimicos durante o processo de tingimento, o que resulta em efluentes
altamente complexos e recalcitrantes. Algumas classes de corantes que sdo considerados
carcinogénicos e ou mutagénicos, além de que hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HPAs) sdo compostos que podem ser degradados pelas enzimas LiP e a Manganés
Peroxidase (Kunz et al., 2002).

Dentre os micro-organismos degradadores de lignina, observa-se destaque para
algumas espécies que atuam na degradacdo de madeira, sendo chamados fungos de

degracdo branca, marrom e mole (tabela 12).

Tabela 12. Principais organismos degradadores da lignina.

Organismo Filos Dec_;radac_;éo da Lignina Ambiente Géneros
Fungo df‘ Basidiomycota e . M_m_erallza(;ao, . Pa}rt_e mais Phanerochaete,
degradacéo deslignificacédo seletiva e rigida da .
Ascomycota x ; - Phlebia Trametes
branca ndo-seletiva madeira
Fungo da Parte mais
degradacéo Basidiomycota Modificagéo da lignina macia da Poria, Polyporus
marrom madeira
Fungo da Ascomycota e Degradacéo limitada da Madeira com Chaetor_’mum,
N L P Fusarium,
degradacdo mole Deteromycota lignina quimicos,

Paecilomyces

Fonte: Esposito, Azevedo,2004-adaptado.

A lignina peroxidase tem sido utilizada na deslignificagdo de material
lignocelulésicos para a industrial de polpa a papel, sob nimero de patente: PI19002953-4
(Patentes on line, 2010).

3.5.2.1 Lacase (Lac) e aplicacdes

As LaCs sdo enzimas do tipo fenoloxidases produzidas por fungos, plantas
superiores, insetos e bactérias (Claus, 2004). Estas enzimas pertencem segundo Fasanella
(2008) a familia de proteinas globulares multi-cobres que incluem ascorbato oxidase,
ceruloplasmina e bilirrubina oxidases e contém entre 10 e 25% de carboidrato n-ligado,
podendo ainda apresentar estruturas monomeéricas, diméricas ou multiméricas, dependendo

da espécie ou da isoforma.
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Lacases catalizam oxidacdes por extracdo de um elétron de substratos fendlicos
gerando radicais fenoxilas que atuam nas reacGes ndo cataliticas como o acoplamento
radical-radical, desproprogdo, desprotonacdo e ataques nucleofilicos pela &gua. Estas
reacOes geram a polimerizacdo, quebra alqui-arilicas e desmetilacdes (Ferreira, 2009).

As LaCs participam de eventos lignoliticos de grande importancia, que
primeiramente foram atribuidos a outras enzimas do sistema lignolitico. Esses eventos séo:
oxidacdo de unidades ndo-fendlicas de lignina, geracdo de perdxido de hidrogénio,
formacdo de radicais hidroxilas e producgéo de Mn®" a partir de Mn®* (Gonzales et al.,
2002).

Capazes de catalizar diferentes substratos de fendis a compostos aromaticos, as
LaCs fungicas tém tido destaque na aplicacdo na inddstria de deslignificagdo, producéo de
etanol, modificacdo de fibras de madeira, clareamento de corantes, sintese de produtos
quimicos e medicinais e remediacdo de solos e 4guas contaminadas, além da utilizacdo na
na descontaminacdo de efluentes de celulose e petroquimicos, na biodegradacdo de
pesticidas e compostos fendlicos e em biosensores de nanoparticulas, (Fasanella, 2008;
Couto; Herrera, 2006; Duran et al., 2000).

Além da degradacdo dos compostos supracitados, acredita-se que as LaCs
produzidas por fungos, influenciam na esporulacdo, producdo de pigmentos além de
estarem relacionadas com a defesa de plantas contra patdgenos. Em muitas espécies de
fungos, a presenga de LaCs, indutivas ou constitutivas, tm sido descrita como originadas
no citoplasma, mas muitos exemplos de secrecdo desta enzima tém sido descritos, apesar
da pouca atencdo dada a localizacdo sub-celular desta enzima e ao mecanismo de secre¢édo
(Ferreira, 2009).

A producéo de LaC é mediada por diversos genes, havendo varios tipos de LaC,
que vao depender dos compostos aromaticos como toluidina, &cido vanilico, &cido p-
hidrobenzdico e anilina. Fungos lignoliticos codificam isoenzimas da LaC com alta
similaridade na estrutura primaria, mas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e a
producdo de algumas das LaCs sofre influéncia da adi¢do de CuSQO, A atividade de LaCs
in vivo ou através da utilizacdo de enzimas purificadas € determinada por testes
espectrofotométricos, utilizando substratos fenolicos ou ndo fendlicos, seguido do
monitoramento da coloracdo dos produtos de oxidagdo. A maioria dos testes utiliza
guaiacol, 2,6-dimetoxifenol, siringaldazina ou o ABTS (2,2’-azino-bis 3-

etilbenzoatiazolina-6-acido sulfonico). A principal vantagem do ABTS é que pode ser
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oxidado por reacdes ndo-enzimaticas e promove a oxidacdo de modelos de lignina nao
fendlicos (Fasanella, 2008).

A lacase produzida por Coriolus versicolor tem sido utilizada comercialmente sob
nimero de patente: P19206013-7 para o descoloramento enzimatico do papel, para o
tratamento de aguas residuais de fabricacdo de papel e de fabricagdo de celulose (Patentes
on line, 2010). S&o necessarios muitos estudos com a LaC, principalmente produzida por
uma variedade maior de micro-organismos, para que se entenda sua importancia fisiol6gica

e se amplie o seu potencial de aplicacdo em processos biotecnoldgicos (Claus, 2004).

2.5.3 Producéo de Biossurfactantes

Os surfactantes sdo compostos com propriedades tenso-ativas capazes de reduzir a
tensdo superficial e interfacial, formando microemulsées com os hidrocarbonetos. Esta
classe de compostos se caracteriza por apresentar moléculas anfipaticas constituidas por
porcOes hidrofobicas e hidrofilicas com diferentes graus de polaridade (Desai; Bannat,
1997). A porcdo hidrofobica é formada por uma cadeia de hidrocarbonetos de um ou mais
acidos graxos, que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados
a uma porcdo hidrofilica que é constituida por um grupo éster, hidroxi, fosfato,
carboidrato, carboxilato, aminoacido ou alcool de lipideos neutros (Desai; Banat, 1997;
Cameotra et al., 1998; Bognolo, 1999; Nitschke; Pastore 2002; Mulligan et al., 2001).
Segundo Desai e Banat (1997), as moléculas anfipaticas se localizam preferencialmente na
interface entre as fases fluidas com diferentes graus de polaridade. Elas reduzem a tensao
superficial e interfacial e ainda formam microemulsdes onde hidrocarbonetos podem se
solubilizar em agua ou a propria agua pode solubilizar hidrocarbonetos (Cunha et al.,
2004).

Sé&o utilizados para emulsificacdo de substancias oleosas, detergéncia, solubilizacéo
e umidificagdo. O mercado mundial dos surfactantes corresponde a gastos em torno de
US$ 9,4 bilhdes por ano e a demanda tem aumentado cerca de 35% ao ano (Kim et al.,
2000).

Os surfactantes quimicos sdao obtidos por sintese quimica a partir de derivados do
petréleo. Foram muito utilizados na industria petrolifera para auxiliar na limpeza de
tanques, na recuperagdo de petroderivados nos reservatdrios e nos derramamentos de 6leos

causados por diversos desastres ecoldgicos. Entretanto, sua aplicacdo e utilizagdo podem
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causar impacto ambiental, e inUmeras pesquisas vem sendo desenvolvidas na busca de
surfactantes naturais, como alternativa aos produtos sintéticos (Desai; Banat, 1997).

Os surfactantes quimicos sdo classificados de acordo com a natureza do seu
grupamento polar (Desai; Banat, 1997). Segundo Mulligan (2001), estes compostos
apresentam baixa toxicidade para 0 homem, mas sdo altamente toxicos para 0s animais e
plantas. Além disso, caracteristicas como lenta degradacdo e incompatibilidade no
ambiente fizeram com que fossem substituidos pelos surfactantes naturais ou
biossurfactantes (Nitschke; Pastore 2002; Rahman et al., 2002; Santa Anna et al., 2002).

Os biossurfactantes sdo produtos do metabolismo secundario de micro-organismos
como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. A funcdo fisiologica exata dos
biossurfactantes ainda nao foi totalmente esclarecida, no entanto, algumas fungdes tém
sido atribuidas a esses compostos como emulsificacdo e solubilizacdo de compostos
insoliveis em A&gua facilitando o crescimento de micro-organismos em substratos
hidrofobicos, aderéncia ou liberacdo da célula devido a necessidade dos micro-organismos
em aderir ou se desligar a um substrato de acordo com sua exigéncia e disponibilidade
nutricional, e a atividade antibidtica demonstrada por varios biossurfactantes
principalmente os da classe lipopeptideo e glicopeptideo. Através da excrecdo destes
biossurfactantes no meio, os micro-organismos adquirem maior chance de sobrevivéncia e
maior competitividade na busca por nutrientes (Rosenberg; Ron, 1999; Nitschke; Pastore,
2002).

Os surfactantes bioldgicos apresentam propriedades semelhantes aos surfactantes
sintéticos, tendo como caracteristica principal, a capacidade de formar lamelas, vesiculas e
principalmente micelas (Figura 13). As micelas sdo definidas como agregados moleculares
com regides estruturais hidrofilicas e hidrofobicas, que espontaneamente se associam em
meio aquoso a partir de uma determinada concentracdo (Concentragdo Micelar Critica -
CMC). Abaixo da CMC, o surfactante esta predominantemente na forma monomerica.
Desta forma, a intensidade de adsorcdo do biossurfactante a superficie depende de sua
concentragdo, ocasionado uma variacdo na ordenacdo destas moléculas sobre a superficie.
Em concentra¢fes muito baixas de biossurfactantes, o mesmo se distribui na superficie e
tende a se orientar paralelamente a esta. Quando ocorre um aumento da concentracdo de
biossurfactante, observa-se uma diminuicéo da area disponivel para as moléculas iniciando
0 processo de ordenacao das mesmas a superficie (Santos et.al., 2007).

Eles acumulam-se em interfaces com diferentes polaridades: agua/6leo, ar/agua e

agua/soélido, agindo como agentes umectantes. O processo dindmico que ocorre baseia-se
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na reducdo da tensdo superficial que ocorre através do rearranjo molecular através do
acumulo na superficie de compostos insoluveis, influenciando dessa forma as ligacGes de
hidrogénio e outras interacGes hidrofobicas-hidrofilicas, aumentando a area superficial e
com isso promovendo a biodisponibilidade e a biodegradabilidade do composto oleoso
(Barathi;Vasudevan, 2001; Champion et al., 1995).

Micela

Vesicula

Figura 13. Representacdo esquematica das principais estruturas formadas
por biossurfactantes. Fonte: Champion et al., 1995.

A tensdo superficial é a forca de atracdo entre moléculas dos liquidos e diminui
quando a concentracdo de surfactante no meio aquoso aumenta, havendo formacdo de
micelas. A concentracdo destas micelas forma a Concentracdo Micelar Critica-CMC, que
corresponde & minima concentracdo de biossurfactante necessaria para que a tensdo
superficial seja reduzida ao maximo (Rufino, 2006).

A determinacdo da tensédo superficial &€ uma analise que permite avaliar a producédo
de tensoativos atraves da medida da reducdo da tensdo superficial em relacdo a tensdo
superficial da &gua (7OmN/m). Quando um micro-organismo promove a reducao da tensdo
superficial da agua para valores entre 35mN/m e 40mN/m, este é considerado promissor
na producéo de biossurfactantes e quando esta fica abaixo de 35mN/m, indica um eficiente
produtor (Silva, 2002).

De acordo com Lima et. al. (2007), os biossurfactantes podem apresentar baixo
peos molecular sendo neste caso considerados eficientes na reducdo da tensdo superficial
ou podem ter alto peso molecular, apresentando maior eficiéncia em estabilizar emulsdes
entre liquidos com diferentes graus de polaridade.

Os biossurfactantes sdo compostos biodegradaveis e baixa toxicidade, o que tem
levado ao desenvolvimento de varias pesquisas na busca de surfactantes naturais, como

alternativa aos produtos sintéticos visando principalmente na recuperacdo de ambientes
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contaminados por oOleos (Lin et al., 1996; Desai; Banat, 1997; Ron; Rosenberg, 2002). As

diferencas entre surfactantes quimicos e biossurfactantes estdo apresentadas na tabela 13.

Tabela 13. Diferencas entre surfactantes quimicos e biossurfactantes.

Surfactantes Quimicos Biossurfactantes Referéncias
N&o resiste a_alteragoes no Atua em pH, Temperatura e salinidades Bognolo, 1999,
ambiente variadas.
Elevada instabilidade Elevada Estabilidade Ron eZFE)%s;nberg,
Incompaﬂve! com o meto Compativel com o meio ambiente Banat et al., 2000.
ambiente
Elevada toxicidade N&o séo toxicos Banat et al., 2000.
Lenta degradacdo no ambiente Biodegradaveis Banat et al., 2000.

Reduzida seletividade Seletividade, Especificidade e

Na_o ha_ampla Ampla diversidade Banat et al., 2000.
diversidade
Produgdo em larga escala Producdo em larga escala com Rahman et al., 2002.
Com alto custo baixo custo

As principais propriedades dos biossurfactantes sdo sua versatilidade. Eles podem ser
ibnicos ou ndo-idbnicos.  Dentre os surfactantes idnicos utilizados comercialmente
destacam-se os ésteres sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (aniénicos) e sais de aménio
quaternario (cationicos). Além disso, apresentam a capacidade de reduzir a tensdo
superficial devido a formacdo de um filme molecular e formam macro e micro emulsdes
estaveis de hidrocarbonetos em 4gua ou agua em hidrocarbonetos. Estas emulsdes
consistem na formacao duas fases fluidas com diferentes graus de polaridade ocorrendo a
dispersdo de um liquido em outro. Os biossurfactantes ainda proporcionam formacéo de
micelas onde, em solucdo as moléculas de surfactantes tendem a se agregar umas com as
outras, implicando na reducdo da tensdo superficial até atingir a Concentragdo Micelar
Critica (CMC). Por fim, alguns biossurfactantes apresentam propriedades antimicrobianas,
resultando na destruicdo de micro-organismos pela lise de suas membranas celulares. No
microambiente, esta propriedade é importante para evitar competicdo com outros micro-

organismos por nutrientes (Lima et al., 2007).

Uma grande variedade de micro-organismos é capaz de produzir biossurfactantes, e
0 seu tipo, a quantidade e a qualidade vdo depender da genética do micro-organismo, da
natureza do substrato, das concentragdes dos ions (Fe*, O,, Mg, N, P) nos meios de cultivo

e ainda das condigbes de cultivo, uma vez que, na maioria das vezes estes micro-
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organismos sdo anaerdbios (Nitschke;Pastore 2000; Mulligan et al., 2001; Rahman et al.,

2002; Bento, 2005) (Tabela 14).

Tabela 14. Diversidade de Biossurfactantes e os micro-organismos produtores.

Tieo de Biossurfactante Micro-organismo Erodutor

Glicolipideos: Raminolipideos
Soforolipidios
Trehalolipidios

Lipopeptidios e Lipoproteinas:
Peptidio-lipidio

Viscosina
Serrawetina
Surfactina
Substilisina
Gramicidina
Polimixina

Acidos Graxos, Lipidios neutros e Fosofolipidios:

Acidos Graxos
Lipidios neutros
Fosfolipidios
Surfactantes Poliméricos:
Emulsan
Biodispersan
Liposan
Carboidrato-Lipidio-proteina
Manana-Lipidio-proteina

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis,Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis
Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acetinobacter calcoaceticus
Céandida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Céandida tropicalis

Surfactantes Particulados:
Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus
Células Varias bactérias

Fonte: Nitschke; Pastore, 2002.

Os principais tipos de biossurfactantes podem ser divididos em glicolipidios,
fosfolipidios, lipopeptidios, acidos graxos e lipidios neutros. Os glicolipidios em geral
estdo envolvidos na assimilagdo de hidrocarbonetos de baixa polaridade por micro-
organismos. Os fosfolipidios estdo presentes em todos 0s micro-organismos sendo
produzidos na maioria dos casos intracelularmente. Dentre os lipopeptidios, a surfactina é
0 biossurfactante mais utilizado e dentre os &cidos graxos e os lipidios neutros, 0s
principais sdo acido ustilagico, &cido corinomicdlicos, acidos lipoteicdico e proteinas
hidrofébicas (Mulligan et al., 2001), tabela 14.

A producgdo de biossurfactante pelos diversos micro-organismos estd relacionada
com o pH e a temperatura do meio de cultivo, com a composi¢do dos nutrientes e com a
natureza do substrato que pode ser, por exemplo constituida por hidrocarbonetos. Dessa
forma, os micro-organismos vao utilizar os compostos insoltveis como hidrocarbonetos

em meio aquoso, impedindo que ocorra a sua oxidagéo e assimilagdo (Colla; Costa, 2003).



Maciel, C.C.S. Producdo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante por Curvularia lunata 77

A vida microbiana sofre influéncia direta do processo interfacial, sendo mais
freqliente nas interfaces como nos biofilmes microbianos, nos filmes de superficie e nos
agregados. A producédo dos biossurfactantes consiste no mecanismo pelo qual os fungos
lidam com os desafios interfaciais como o transporte de nutrientes, excretas e moléculas
sinalizadoras, aléem dos processos de patogénese. Em presenca de compostos oleosos, 0s
biossurfactantes produzidos pelos fungos vdo auxilia-los na mobilidade e comunicacao
celular, no acesso aos nutrientes, na competicdo célula-célula e na protecdo contra a
patogénese. Desde ja esta consolidado na literatura que os biossurfactantes facilitam muitas
funcdes celulares, bioquimicas e fisiologicas (Peixoto, 2008).

A compreensdo dos biossurfactantes produzidos por fungos é mais limitada, quando
em comparagdo com os biossurfactantes bacterianos. Isto ocorre, principalmente, pelo fato
dos estudos que envolvem esses compostos, serem desenvolvidos com um pequeno
numero de biossurfactantes ja caracterizados, aliado a falta de esforcos em bioprospeccao
de novos biossurfactantes e de micro-organismos produtores desses (Peixoto, 2008).

A literatura aponta uma grande diversidade de fontes de carbono que podem exercer
influéncia na producgéo de biossurfactante por diferentes cepas de micro-organismos. Meio
de cultura contendo n-alcano é favoravel para a producdo de biossurfactante por Candida
lipolytica, porem quando cultivada em meio contendo glicose esta levedura ndo produz
nenhum biossurfactante (Pareilleux, 1979, Estudos utilizando substratos solGveis como
glicose, glicerol, acetato de sodio e alcool revelaram baixa biossintese de biossurfactante
por Yarrowia lipolytica NCIM 3589, entretanto esta producdo foi otimizada em meios
contendo 6leo cru e alcanos (C10-C18) (Zinjarde e Pant, 2002). Ja Sarubbo et al., (2001)
obteve producdo de um importante bioemulsificante produzido por C.lipolytica 1A 1055
utilizando glicose como substrato. Em decorréncia destes dados, é sabido que a producao
de biossurfactantes ocorre na presenca de fontes de carbonos sollveis em agua, como 0s
acucares, porém as maiores producfes sdo obtidas quando substratos hidrofobicos sdo
adicionados (Hommel et al., 1994).

A utilizacdo de substratos hidrofobicos por parte dos microrganismos € quase que
exclusiva para producdo da porcdo hidrocarbénica do biossurfactante. O estudo do
metabolismo microbiano na producéo de biossurfactante depende diretamente da natureza
da fonte de carbono. Quando o hidrocarboneto é utilizado como fonte de carbono o
metabolismo microbiano é direcionado para a via lipolitica e a formacdo de glicose,

podendo, ainda produzir acidos graxos ou sacarideos (Weber et al., 1992).
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A sintese microbiana de biossurfactante em presenca de compostos hidrofilicos €
influenciada diretamente pelo comprimento da cadeia do n-alcano utilizado como fonte de
carbono. A producgdo de biossurfactante por Candida antarctica € otimizada quando esta
encontra-se em meio contendo n-alcanos de C12 a C18, ndo havendo producdo deste em
presenca de n-alcanos de C1 a C11 e nem carbono maiores que 19 (Kitamoto et al. 2001)

O nitrogénio também constitui um elemento essencial para o crescimento celular,
sendo de grande importancia para a sintese de proteinas e enzimas. Para a producdo de
biossurfactantes sdo utilizadas varias fontes de nitrogénio como licor de milho, milhocina,
uréia, peptona, extrato de levedura, sulfato de aménio, nitrato de amonio, nitrato de sodio,
dentre outros (Bednarski et al., 2004; Santana et al., 2005; Thanomsub et al., 2004; Vance-
Harrop et al., 2003).

As fontes de nitrogénio cloreto de aménio, nitrato de amonio e extrato de levedura
foram eficientes para a producéo de biossurfactante por T. bombicola em frascos agitados,
enquanto que o nitrato ndo favoreceu a producdo devido a baixa producdo de biomassa
(Coopper e Paddock, 1984).

As fontes de carbono e nitrogénio utilizadas sdo fatores que influenciam diretamente nas
caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por micro-organismos, assim como pela
presenca de microelementos como fésforo, ferro, manganés, cobre e magnésio no meio de
producdo. Além disso, outros fatores, como pH, temperatura, agitacdo e forma de
condugdo do processo sdo extremamente importantes na quantidade e na qualidade do
biossurfactante produzido (s 5. Para obtencdo de grande quantidade de biossurfactante é
de fundamental importancia o estudo dos requerimentos nutricionais e das condi¢bes do
processo.

A espécie C. lunata, é descrita como capaz de crescer em substratos contendo
compostos oleosos e esta habilidade j& foi comprovada pela producdo de enzimas
lignoliticas e de agentes tensativos, entretanto este ainda ndo foi caracterizado (Maciel et
al., 2011; Maciel, 2008; Paraszkiewicz et al., 2002 ).

2.5.3.1 Aplicacdes dos biossurfactantes

A aplicabilidade dos biossurfactantes relaciona-se com suas propriedades
funcionais como  emulsificacdo,  separacdo, = umedecimento,  solubilizacéo,
desemulsificacéo, inibicdo de corrosdo, reducdo de viscosidade de liquidos e reducdo da

tenséo superficial (Mulligan et al., 2001).
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A principal aplicagcdo dos biossurfactantes é na industria petrolifera, pois estes
compostos aumentam a solubilidade dos componentes do petréleo e dessa forma, sdo
utilizados para a remogdo das fracdes pesadas de 6leos de dificil remogéo e que se formam
nos tanques de combustivel. Além disso, é grande a preocupagdo com o destino das aguas
de lavagem e a perda econdmica agregada, sendo utilizadas emulsdes concentradas de 6leo
em agua através de biossurfactantes, com posterior bombeamento e quebra da emulsao
formada, seguida do recolhimento do 6leo. Dentre os bioemulsificantes mais utilizados,
destaca-se o0 “emulsan” produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus (Bognolo,
1999).

Os biossurfactantes podem ser utilizados ainda no preparo de misturas 6leo-alcool
para combustiveis e na dispersdo de 6leos em tratamentos de ecossistemas aquaticos
(Lima, 1996). No Alaska o petroleiro Exxon Valdez contaminou toda a costa pelo
derramamento de oOleo e para limpeza de cascalhos impregnados pelo 6leo, utilizou-se o
biossurfactante raminolipidico (glicolipidio) produzido por Pseuddémonas aeruginosa
SB30. Houve melhoria quantitativa na remocéo e baixa toxicidade do biossurfactante a
biota (Harvey et al., 1990).

A recuperacdo tercidria de petroleo consiste em um método promissor de
aplicabilidade dos biossurfactantes, pois eles sdo injetados em agua ou vapor nos pocos
petroliferos ndo produtores de petréleo e promovem a possibilidade de remocao do 6leo de
dificil remoc¢do. A recuperacdo melhorada de petréleo (RMP) também é uma alternativa
promissora, pois a microbiota do reservatorio petrolifero € estimulada a produzir
biossurfactantes e polimeros que vao auxiliar na reducdo da tensdo interfacial 6leo-rocha,
facilitando dessa forma, a movimentacdo do Oleo através dos poros das rochas (Colla;
Costa, 2003).

Além da aplicagdo na induastria petrolifera, alguns biossurfactantes podem ser
utilizados na remocdo de metais como zinco e cobre, pelo seu carater anionico, podem ser
aplicados na agricultura, na construcdo civil e nas industrias alimenticias, de papel, metal,
téxtil, farmacéuticas e de cosméticos (Mulligan, et al., 2001), tabela 15.

Foi previsto em 2006, na Bio-Conferéncia em Nova lorque, 2003 que 0 mercado
iria se voltar para a industria da biotecnologia até 2010, principalmente na area de quimica
fina. A velocidade deste processo esteve relacionada com os precos do petroleo e de
produtos oriundos da agricultura, desenvolvimento tecnoldgico e forga politica voltada

para as novas tecnologias (Rufino, 2006)
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Nos ultimos 10 anos foi previsto um aumento no interesse pelos surfactantes

biologicos que apresentaram o custo similar ao do surfactante derivado de petroleo. Até

2010, os surfactantes corresponderiam a cerca de 10% do mercado de surfactantes,

chegando a US$ 200 milhdes em vendas (Rufino, 2006).

Tabela 15. Principais aplica¢Ges industriais para os surfactantes quimicos e biologicos

Indlstria Aelicagéo Paeel do surfactante

Petrolifera

RMP

Desemulsificagéo

Ambiental
Re

Alimenticia

Biorremediacédo

mediacdo de solos

Emulsificacdo e

Desemulsificagéo

Ingrediente Funcional

Biologica

Agricola

Bioprocessamento

Microbiol6gica

Farmacéutica e
Terapéutica

Biocontrole

Processos de
Recuperacéo de
produtos

Produtos de satde e

Cosmeéticos

Fonte: Singh et al., 2007

beleza

Melhorar a drenagem de 6leo na rocha matriz, estimular
a liberacéo de dleo em tubulagdes, umedecimento de
superficies sélidas, reducdo da viscosidade do 6leo e do
ponto de fluidez, diminuicdo da tenséo interfacial,
dissolucdo do éleo.

Desemulsificacdo de emulsGes de dleos, solubilizagdo do
6leo, reducéo de viscosidade, agente umectante.
Emulsificacdo de hidrocarbonetos, diminuicéo da tensdo
interfacial, seqliestro de metais.
Emulsidicacdo por aderéncia de hidrocarbonetos,
dispersdo, agente espumante e detergente.
Emulsificante, solubilizante, desemulsificante,
lubrificante, espumante, desespumante, umectante.
Interage com lipidios, proteinas, carboidratos e como
agente protetor.

Comportamento fisioldgico como mobilidade e
comunicacdo celular, acesso a nutrientes, competicdo
célula-célula, patogénese de plantas e animais.
Antibacteriano, antifungico, antiviral, agentes adesivos,
moléculas imunomodulatérias, vacinas, terapia génica.
Facilitacdo de mecanismos de biocontrole de micro-
organismos como parasitismo, antibiose, competi¢éo,
resisténcia sistematica induzida e hipoviruléncia.
Biocatalise em sistemas aquosos bifasicos e
microemulsdes, biotransformacdes, recuperagéo de
produtos intracelulares, estimulo de producéo de enzimas
extracelulares e produtos de fermentag&o.
Emulsificantes e agentes espumantes, solubilizantes,
agentes umectantes, cremes de limpeza, agentes
antimicrobianos, mediadores de agdo enzimatica.
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Capitulo 3. Primeiro Artigo

Trabalho aceito para publicagdo como Maciel, C.C.S.; Sousa, M.A.; Gusméo, N.B.;
Campos-Takaki, G.M. Producdo de enzimas do complexo lignolitico por fungos

filamentosos isolados de locais impactados por petroderivados. Exacta, “in press”, 2011.



Maciel, C.C.S. Producdo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante por Curvularia lunata 82

3. Producéo de enzimas do complexo lignolitico por fungos filamentosos isolados de
locais impactados por petroderivados®

RESUMO

Fungos isolados de locais impactados por petroleo foram investigados quanto a producao
de enzimas lignoliticas, utilizando O6leo diesel como substrato. A producdo de
polifenoloxidases foi verificada utilizando-se acido galico(0,5%). Os fungos selecionados
foram inoculados em solucdo de Manachini e 6leo diesel-1%, incubados a 30°C por 72
horas, avaliando-se producdo de biomassa, pH e a quantificacdo de lacase-LaC, lignina-LiP
e manganés peroxidase-MnP, através da oxidacdo de ABTS, alcool veratrilico e vermelho
fenol, respectivamente. A producgéo de biomassa variou entre 10,21g/L a 1g/L, e o pH entre
6,0 e 6,8. A maior producdo de LiP ocorreu pela estirpe F25 (144 U/L). A maior atividade
para MnP foi observada pelas estirpes F4, F11 e F25 (correspondendo a 56U/L, 51U/L e
60U/L, respectivamente), e a maior atividade da LaC foi para F33 e F4, respectivamente
(290U/L e 210U/L). As estirpes selecionadas demonstraram ser indicadas para 0 processo
de otimizacdo da producdo de enzimas lignoliticas, com posterior aplica¢do biotecnologica.
Palavras-chave: Lacase, Lignina Peroxidase, Manganés peroxidase, oleo diesel, fungos

filamentosos.

3.1 INTRODUCAO

A poluigdo provocada por acidentes envolvendo petroleo e derivados constitui um
problema de escala mundial devido aos impactos causados ao meio ambiente. Por outro
lado, a cada ano o acumulo dos rejeitos emitidos por industrias de diversos ramos, aumenta
consideravelmente (Nitschke; Pastore, 2002). No Brasil, 0s principais grupos
contaminantes s&o os solventes aromaticos, combustiveis e os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, todos provenientes da industria petrolifera (CETESB, 2008). Diante dessa
problematica sdo empregadas estratégicas fisico-quimicas e bioldgicas quando associadas

permitem a remocdo desses poluentes e consequente remediacdo do ambiente.

! Trabalho aceito para publicagdo como Maciel, C.C.S.; Sousa, M.A.; Gusméo, N.B.; Campos-Takaki, G.M.
2010. Producéo de enzimas do complexo lignolitico por fungos filamentosos isolados de locais impactados

por petroderivados. Exacta, in press, 2011.
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A Dbiorremediacdo tem sido apontada como uma alternativa viavel na
descontaminacdo de locais impactados, pois direciona o potencial fisiologico de micro-
organismos na degradacgdo enzimética dos hidrocarbonetos, devido a utiliza¢cdo como fonte
de carbono (Rahman et al., 2003). A utilizagdo de fungos e bactérias isolados de locais
impactados visando aplicacdo em processos biotecnoldgicos tem recebido destaque, sendo
estes micro-organismos amplamente utilizados na remediacdo de poluentes e locais
impactados (Gomes et al., 2010).

Dentro do grupo dos fungos degradadores de xenobioticos, destacam-se 0s
lignoliticos que utilizam o citocromo P-450 monoxigenase e enzimas extracelulares
lignoliticas, atuantes na degradagé@o da lignina e que conferem uma maior tolerancia aos
poluentes em concentragfes que seriam toxicas para outros organismos (Van Den Brink et
al., 1998). A literatura destaca como as maiores familias de enzimas flngicas
ligninoliticas: lacases (LaC), lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP)
(D'Souza et al., 1999). Nestas enzimas falta a especificidade pelo substrato e, com isso, as
mesmas sdo empregadas na degradacdo de diversos xenobioticos, com aplicagcdo na
industria quimica, alimenticia, agricola, de papel, téxtil, além de setores da indUstria de
cosméticos (Bonugli-Santos et al., 2010; Gomes et al., 2009; De Souza; Peralta, 2003).

A expressdo da producgdo das enzimas lignoliticas por fungos vem sendo detectada
através do &cido 3,4,5-trihidroxibenzoico, conhecido como &cido gélico, que, sob acdo das
fenoloxidases, forma quinonas indicativas da oxidagéo, resultando em um halo de cor
ambar em torno da colonia, conhecido como "reacdo de Bavendamm® (Conceicdo et al.,
2005). Para quantificagcdo das enzimas lignoliticas, verifica-se a oxidacdo de diferentes
substratos, principalmente de vermelho fenol para manganés peroxidase, alcool veratrilico
para LiP e 2,2-azino-bis-ethylbenthiazolina —ABTS para a LaC (Arora; Gill, 2001;
Bonugli-Santos et al., 2010).

O uso de enzimas vem sendo considerado na atualidade, um dos maiores setores da
industria biotecnoldgica. A exploragdo vem sendo feita da forma bruta, a partir de origem
animal e vegetal, ou pelo aproveitamento da expressdo enzimatica decorrente do
crescimento microbiano sobre determinados substratos (Colen, 2006). Desta forma, 0s
fungos s@o considerados maiores produtores das enzimas lignoliticas destacando-se
Phanerochaete chrysosporium, Penicillium spp., Paecilomyces spp., Cunninghamela
elegans,Candida spp., Torulopsis sp., Rhodotorula sp., Aspergillus sclerotium CBMAI84 e
Mucor racemosus CBMAI847 (Boonchan et al., 2000; Bonugli-Santos et al., 2010).
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O presente trabalho teve como objetivo selecionar fungos filamentosos produtores de
polifenoloxidases, além avaliar quantitativamente a produgdo de LaC, LiP e manganés
peroxidase, utilizando 06leo diesel como substrato, com a finalidade de propor aplicacdo

futura dessas enzimas na remogéo de petroderivados.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 MATERIAIS
Micro-organismos- Foram utilizados para realizacdo deste trabalho, 34 fungos

filamentosos isolados de ambientes poluidos por petroderivados no Nordeste do Brasil e
que se encontram preservados em 6leo mineral na Colecdo de Culturas do Departamento

de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco.

Meio de cultura - Para ensaio qualitativo para producdo de polifenoxidase, foi utilizado o
meio Agar Malte [(g/L™) extrato de malte 15g; Agar 15g; 4gua destilada 1000 mL; pH 7,0]

e acrescido de &cido galico 0,5% em frasco separado de modo a evitar a hidrolise do agar.
Para a quantificacdo das polifenoloxidases, foi utilizado inicialmente o meio Batata
Dextrose Agar [(g/L) 500mL de infusdo de batata; 10g de dextrose; Agar 20g; agua
destilada 1000mL; pH 7,0] em seguida utilizou-se solu¢do de Manachini [(g/l) KH2PO, 2g;
(NH,)2S0,4 1g; MgS0O,47H,0 0,1g; Na;HPO, 2H,0 0,9g; Extrato de Levedura 1g; agua
destilada 1000 mL; pH 6,0].

Oleo diesel - As amostras de 6leo diesel foram cedidas pela TRANSPETRO S.A.

3.2.2 METODOS

Selecdo de fungos com capacidade de produzir polifenoloxidase

Para verificacdo da producdo da enzima polifenoloxidase foi utilizado o meio de
Agar Malte acrescido de &cido galico 0,5%. Apo6s 5 dias, foi observada a formag&o do halo

de cor &mbar, caracteristico da "Reacdo de Bavendamm™ (Valiev et al., 2009).

Ensaio em meio liquido para quantificacdo de polifenoloxidase

Para quantificagdo da produgdo das enzimas do grupo polifenoloxidase, os fungos
selecionados previamente, foram cultivados em placas de Petri contendo meio Batata

Dextrose-Agar por 7 dias a 28°C+1, sendo entfo removidos 3 discos (6mm diametro) de
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cada fungo.

Os discos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 49,5mL de
solucdo de Manachini pH-6,0 e, como substrato indutor, utilizou-se 6leo diesel (1%) como
substrato (Souza et al., 2008). Os frascos foram cultivados a 140rpm, 30°C por 72 horas.
Apbs esse periodo, o material foi filtrado com papel de filtro Waltman, 10 e, a partir da
massa micelial retida. A partir da massa micelial, foi realizada a quantificacdo de
biomassa, determinada por gravimetria, lavagem da biomassa com agua destilada, para
remocéo de residuos de extrato enzimatico, seguida de posterior secagem (60°C/24horas).
A partir do liquido filtrado, foram analisados o potencial Hidrogenidnico, obtido com um
pHmetro e foi determinada a producdo das enzimas LaC, MnP e LiP. Uma unidade de
atividade (U) é a quantidade de enzima que catalisa a transformado de 1umol de substrato

ou a formacdo de 1umol de produto por minuto.

Determinacdo da producdo de lacase

Para a quantificacdo da LaC, foi utilizada a metodologia descrita por Arora e Gill
(2001). Utilizou-se 2,2-azino-bis-ethylbenthiazolina -ABTS (0,03% v/v), 0,1mL de tampé&o
acetato de soédio e 0,dmL do extrato enzimatico. A oxidacdo do ABTS foi verificada
atraves de espectrofotdometro (Spectronic/genesis5), pelo monitoramento do aumento da

absorbancia a 420nm.

Determinacdo da producdo de Manganés Peroxidase

Para quantificacdo de manganés peroxidase, foi verificada a oxidacdo do vermelho-
fenol (0,01% v/v), acrescido de 500uL do extrato enzimatico, lactato de sodio (0,25M),
albumina bovina (0,5% p/v), MnSO,4(2mM) e H,0, em tampéo fosfato citrato (20mM, pH
4,5). A leitura foi feita a 610nm de absorbancia (Bonugli-Santos et al., 2010).

Determinacdo da producdo de Lignina Peroxidase

Para a enzima LiP, observou-se a oxidagdo do &lcool veratrilico (10mM), em H,0,
(2 mM), 1mL de tampdo fosfato citrato (125 mM, pH 3,0) e 500uL do extrato enzimatico,
sendo a oxidacdo observada a 310nm de absorbancia (Arora; Gill, 2001).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Selecdo de Fungos Produtores de Polifenoloxidases
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Dentre os 34 fungos testados, 12 estirpes foram capazes de expressar halos
indicativos da producdo de polifenoloxidases, sendo selecionadas, portanto para ensaios
subsequientes de quantificacdo das enzimas (Tabela 1).

3.2 Producéo de biomassa pelos fungos selecionados

A producdo de biomassa pelos 12 fungos selecionados no ensaio de producdo da
enzima polifenoloxidase revelou maior formacdo de biomassa para a amostra F9 que
produziu 10,21g/L + 0,2, seguido de F29 (7,95 g/L + 0,4) (figura 1). Resultados inferiores
foram obtidos por Quarantino et al., (2008), que demonstraram uma producgédo de biomassa
de 1,8g/L em ensaios de producdo de LaC por Panus tigrinus. Téllez-Téllez (2008)
observou 55 g/L de biomassa utilizando glicose como fonte de carbono para a producéo de

LaC por Pleurotus ostreaus.

Tabelal. Micro-organismos produtores de polifenoloxidases e sua identificagdo

Identificacdo

Identificacéo Local de Isolamento
F1 Aspergillus tamarii Lagoa da Barra, Suape-PE, Brasil
F3 Penicillium aurantiogriseum Lagoa da Barra, Suape-PE, Brasil
F4 Curvularia lunata Lagoa da Barra, Suape-PE, Brasil
F9 Aspergillusi sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F10 Aspergillus sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F11 Paecilomyces sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F16 Penicillium sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F21 Penicillium sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F24 Penicillium sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F25 Penicillium sp Mangue Branco-BA, Brasil
F29 Penicillum sp. Mangue Branco-BA, Brasil
F33 Penicillium sp. Mangue Branco-BA, Brasil

O pH dos meios apresentaram um discreto aumento variando de 6,0 a 6,8, 0 que
caracteriza um potencial hidrogenidnico préximo da neutralidade (Figura 1). Os fungos
filamentosos sdo mais tolerantes as condi¢des &cidas, os valores de pH podem variar de 6,0
+ 0,08 e 8,0 + 0,05, sendo os mais favoraveis a acdo degradadora de hidrocarbonetos.
Neste pH observa-se um maior crescimento dos micro-organismos, aumento da velocidade
de degradacdo, e de acordo com Vérios autores, a acidez do meio em processo de
degradacdo é indicativa da producdo de acidos intermediarios, como o &cido oxalico
(Cerniglia; Sutherland, 2001; Alexander, 1999; Leahy; Colwell, 1990).

A quantificagdo das enzimas esta apresentada na figura 2. Observou-se que a
producdo de LaC pelos fungos F33-Penicillium sp. (290U/L + 28) e F4-Curvularia lunata

(210U/L+ 17), destacando-se estatisticamente em comparacdo a producdo da mesma
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enzima pelos demais fungos. Segundo Kim et al. (1998), quando foram utilizados
fenantreno e antraceno como substratos ocorreu a producdo de LiP por Phanerochaete
chrysosporium e P. ostreatus, respectivamente. Resultados similares foram observados
utilizando Oleo diesel. Para Quarantino et al., (2008) a producdo de LaC por Panus
trigrinus (linhagem 577.79) variou de 0,024 U/mL e 2,04 U/mL, corroborando com os
resultados obtidos neste trabalho. Téllez-Téllez et al., (2008) em ensaios de producdo de
LaC por Pleurotus ostreatus obteve 162U/mg de proteina. A melhor produgédo de LaC em
atividade especifica foi produzida por F10, 193,9 U/mg de proteina, contudo os resultados

aqui descritos foram superiores ( Tabela 2).

=== Biomassa (g/L)
—e— potencial Hidrogenibnicc

Biomassa (g/L)

F1 F3 F4 F9 F10 F11 F16 F21 F24 F25 F29 F33

Microrganismos

Figura 1. Quantificacdo de biomassa (g/L) e pH produzidos por fungos
filamentosos utilizando 6leo diesel como substrato, apds 72 horas de
incubacdo. Valores expressos em meédia + desvio padréo.

O destaque na producdo de manganés peroxidase foi: 60U/L + 8 produzidos por
F25-Penicillium sp., cerca de 56U/L +6 produzidos por F4-Curvularia lunata e 51 U/L + 4
para F11- Paecilomyces sp.. Resultados semelhantes foram obtidos por Gomes et al.,
(2009), realizando descoloragéo de corantes utilizando arroz como substrato, obtiveram 0,6
U/mL de manganés peroxidase. Contudo, resultados superiores foram observados por
Anastasi et al., (2009) em testes de degradacdo utilizando basidiomicetos obtiveram
producdo de MnP em torno de 124 UJ/L.

Os resultados semelhantes estatisticamente para produgdo de LiP foram o0s
seguintes: F4- Curvularia lunata (92U/L+ 2) F11 —Paecilomyces sp. (94 U/L +9), F21-
Penicillium sp. (100 U/L + 22), F24-Aspergillus sp. (100 U/L + 14) e F25-Penicillium sp.
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(144 U/L +13). Gomes et al., (2009) em processos de descoloracdo de corantes, obtiveram
9 U/mL de liginina peroxidase ap0s 5 semanas de incubacdo. Anastasi et al.,(2009)
obtiveram producdo de LiP por basidiomicetos em torno de 19 U/L. Desta forma, 0s
resultados obtidos neste trabalho para Penicillium sp. (F25), Penicillium sp (F21) e

Aspergillus sp (F24) demonstraram ser superiores aos da literatura.

300 W Lacase

O Manganés peroxidase
O Lignina peroxidase

)

250 ~

200 ~

150 +

100 ~

50 -

Atividade Total das Enzimas (U/L

F1 F3 F4 F9 F10 Fl11 F16 F21 F24 F25 F29 F33

Microrganismos

Figura 2. Atividade total (U/L™) de lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase
produzidas pelos fungos filamentosos. Valores foram expressos em média + desvio padréo.
Anova de Friedman, sendo a, b,c = p<0.05

Tabela 2. Producéo de lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase pelos fungos
selecionados, isolados de ambientes impactados por petroderivados

Atividade Especifica

Migro- Atividade Total (U/L) (Ufmg protefna)
organismos Lignina Manganés Lignina Manganés
Lacase . A Lacase . A
Peroxidase peroxidase Peroxidase peroxidase
F1 150 66 7 20.2 12.9 0.9
F4 210 92 56 62.2 18.3 16.6
F11 170 94 51 36 19.8 10.7
F21 90 100 30 14.8 16.4 4.9
F24 170 100 15 22.8 13.4 2
F25 140 144 60 124 12.8 5.3
F33 290 56 14 36.3 7 1.7

Os resultados obtidos sdo comparaveis ou superiores aos encontrados por Narkhede
e Vidhale (2005) que observaram producdo de polifenoloxidases por Curvularia lunata

LW6 isolada de efluente industrial. Espécies de Paecilomyces tém sido relatadas na
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literatura como degradadoras de substratos lignoliticos havendo producdo de
polifenoloxidase (Kluczek-Turpeinem et al., 2003). De acordo com Kluczek-Turpeinem et
al., (2007), a secrecédo de enzimas degradadores de ligninina constitui uma etapa central no
metabolismo do carbono por Paecilomyces spp., representando um potencial importante

para deteccdo dos niveis de expressao destas enzimas.

3.4 CONCLUSOES

Os fungos isolados de area contaminada por petroderivados com maior potencial
biotecnoldgico para a producdo de enzimas do sistema lignolitico foram Aspergillus sp.,
Curvularia lunata, Paecilomyces sp., e Penicillium sp., considerando a producdo de
enzimas do sistema lignoliticos. Por sua vez, ressalta-se o potencial biotecnoldgico
mediado pela presenca de xenobidticos aos fungos filamentosos isolados, confirmando que
a inducdo de enzimas degradativas mediante adaptacdo a ambientes contaminados por

petroderivados.
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Capitulo 4. Segundo Artigo

Trabalho submetido para publicacdo na revista World Journal of Microbiology and
Biotechnology, como Maciel, C.C.S.; Sousa, M.A.; Santana, E.C.; Monte, K.R.; Gusmao,
N.B.; Campos-Takaki, G.M. 2010. Producédo e caracterizacdo de enzimas lignoliticas de

Curvularia lunata - UFPEDA 885, utilizando 6leo diesel como substrato.
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4. Producéo e Caracterizacdo de Enzimas Lignoliticas de Curvularia lunata -UFPEDA
885, Utilizando Oleo Diesel como Substrato 2

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi produzir enzimas lignoliticas por Curvularia lunata —
UFPEDAS885, utilizando 6leo diesel como substrato e realizar a caracterizacdo destas
enzimas quanto a estabilidade e efeito do pH e temperatura. Foi realizado um planejamento
fatorial completo 3% pH (4.0, 6.0 e 8.0) e temperatura (30°C, 35°C e40°C). Curvularia
lunata-UFPEDA 885 foi cultivado em solucdo de Manachini com o6leo diesel (2%) por até
3 dias, sendo analisados a biomassa, 0 pH, e a quantificacdo de enzimas lignoliticas, que
posteriormente foram caracterizadas. O fungo produziu biomassa em todas as condigdes e
0 pH final esteve entre 5,7 a 7,2. Ocorreu producédo de lacase: 1940U/L+4 que, apesar de
instavel, foi melhor produzida pelo fungo em pH 3,4 e temperatura de 65°C. Houve
producdo otimizada de lignina peroxidase: 1480U/L+6, que permaneceu estavel, com pH e
temperatura ideais de 6,2 e 65°C. A maior produgdo de manganés peroxidase por C. lunata
ocorreu apos 48 horas (820U/L +3,5) que, estavel apresentou pH ideal de producédo 3,4 a
50°C. C. lunata-UFPEDA 885 é indicada para produgéo de lignina e manganés peroxidase
utilizando oleo diesel como substrato visando aplicacdo industrial e na biorremediacéo.
Palavras-chave: Biorremediagéo, Curvularia lunata, Fungo filamentoso,

polifenoloxidases.

4.1 INTRODUCAO

O dleo diesel é constituido por hidrocarbonetos como: alcanos, parafinas, oleofinas,
nafta, compostos fendlicos, aromaticos e policiclicos aromaticos (HPA) (Adebusoye et al.,
2010). A utilizagdo de petroderivados como fonte de carbono para o crescimento
microbiano e inducdo da producéo enzimatica, é eficaz e ocasiona a otimizagédo da sintese
enzimatica com aplicagdo em processos industriais e na biorremediacdo (Feng et al.,
2009).

Alguns fungos ascomicetos como Curvularia lunata, durante o metabolismo

secundario, séo produtores de enzimas oxidativas extracelulares: lacase-LaC e peroxidases

2 Trabalho submetido para publicacio na revista World Journal of Microbiology and Biotechnology, como
Maciel, C.C.S.; Sousa, M.A.; Santana, E.C.; Monte, K.R.;Gusmdo, N.B.; Campos-Takaki, G.M. 2010.
Producdo e caracterizacdo de enzimas lignoliticas de Curvularia lunata -UFPEDA 885, utilizando 6leo
diesel.
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(Narkhede e Vidhale 2005; Alexopoulos et al., 1996). As LaCs oxidam compostos
fenolicos e ndo-fenolicos, sendo utilizada na descontaminacdo de efluentes de celulose e
petroquimicos, na biodegradacéo de pesticidas e compostos fendlicos e em biosensores de
nanoparticulas (Couto e Herrera, 2006). Da mesma forma, lignina-LiP e manganés
peroxidases-MnP oxidam compostos fenolicos e ndo fenolicos, sendo empregadas na
biodegradacdo de HPA, organoclorados, corantes, nanotecnologia e em “kits” de
diagnosticos laboratoriais (Hamid e Rehman 2009; Husain et al. 2009).

A capacidade microbiana de produzir enzimas relaciona-se com as condig¢Oes de
cultivo e nutrientes, além da natureza do substrato (Bonugli-Santos et al. 2010; Reddy e
D’Souza 1994). Existe grande interesse na inducdo, otimizacao e estabilizacdo de enzimas
lignoliticas, principalmente com base em planejamentos experimentais, pois estes
constituem uma ferramenta eficiente na determinacdo das melhores condigdes, visando
aplicacdo em bioprocessos industriais, sendo uma alternativa mais vantajosa
economicamente, de baixo risco, aléem de ser mais compativel com o meio ambiente
(Narkhede e Vidhale 2005). O presente trabalho teve como objetivo a producdo e
caracterizacdo de enzimas lignoliticas quanto a estabilidade e efeito do pH e temperatura,

produzidas por C. lunata -UFPEDA®885, utilizando 6leo diesel como substrato.

4.2 MATERIAL E METODOS

Micro-organismo

Foi utilizado o fungo Curvularia lunata- UFPEDAR885, proveniente da Colegédo de
Culturas do Departamento de Antibidticos, na Universidade Federal de Pernambuco,

Pernambuco-Brasil.

Planejamento fatorial completo 32

Foi realizado um planejamento fatorial completo 3%, com duas variaveis: pH e
temperatura (tabela 1). O software Statistica® 6.0 foi utilizado e, a partir dos resultados
obtidos, foram verificados os efeitos das variaveis utilizadas através da analise dos
pardmetros lineares, quadraticos e de interagdo.

Trés discos de gelose com crescimento (6mm ¢) de C. lunata-UFPEDAB885
previamente cultivado em meio mineral Bushnell Haas acrescido de dleo diesel 1%
(7dias/+30°C) foram transferidos para frascos de Erlenmeyer-250mL, contendo solugédo de
Manachini [(g/l) KH,PO, 29; (NH4).SO, 1g; MgS0O,7H,0 0,1g; Na,HPO, 2H,0 0,9¢;
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Extrato de Levedura 1g; &gua destilada 1000 mL; pH 6,0], e 2% de 06leo diesel (cedido pela
TRANSPETRO S.A)) (Teixeira et al. 2000).

Apo0s incubacdo estatica por 48, 72 e 96 horas, o material foi filtrado e a massa
micelial foi lavada com &gua destilada e seca (40°C), para quantificacdo da biomassa. Do
liguido metabolico livre de células, considerado como extrato enzimatico, foi verificado o

pH, através de potencidmetro, e a quantificacdo das enzimas lignoliticas.

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial com valores codificados e reais, entre
parénteses, para as variaveis independentes pH (X1) e temperatura (X2).

Ensaios pH (X1) Temperatura (X2)

1 0 (6) 1 (40°C)
2 1(8) 0 (35°C)
3 -1(4) -1 (30°C)
4 -1 (4) 0 (35°C)
5 1(8) 1 (40°C)
6 0 (6) -1 (30°C)
7 1(8) -1 (30°C)
8 -1 (4) 1 (40°C)
9 0 (6) 0 (35°C)

Quantificacdo de enzimas lignoliticas

A LaC foi determinada por espectrofotometria a 420nm de absorbéncia, a partir da
oxidacgéo do 2,2-azino-bis-ethylbenthiazolina —ABTS. A mistura reativa continha 0,8mL de
ABTS (0,03% v/v), 0,AmL de tampao acetato de sodio (0,1M/pH5.0) e 0,AmL do extrato
enzimético (Arora; Gill, 2001-adaptada). Para LiP, verificou-se a oxidacdo do alcool
veratrilico a aldeido veratrilico, a 310 nm. Utilizou-se 1mL de tampdo fosfato citrato
(125mM/pH3.0), 500uL de extrato enzimatico e 500uL de H,O, (2mM) (Arora; Gil, 2001-
adaptada). Por fim, para manganés peroxidase, verificou-se a 610nm, a oxidacdo de 100
puL de vermelho-fenol (0,01% v/v), acrescido de 500uL do extrato enzimatico, 100uL de
lactato de sodio (25mM), 200uL de albumina bovina (0,5% p/v), 50uL de MnSO,4 (2mM)
e H,O, em tampdo fosfato citrato (0,1M/ pH 4,5) (Kuwahara et al. 1984-adaptada). Para a
quantificacdo enzimatica uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1umol de substrato por minuto. A atividade especifica foi

expressa em unidades por grama de proteina e os valores apresentados foram médias de
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trés repeticdes. Uma unidade de atividade (U) é a quantidade de enzima que catalisa a
transformado de 1jumol de substrato ou a formacdo de 1umol de produto por minuto.

Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das enzimas

Para caracterizacdo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica, foram utilizados
diferentes valores de pH inicial, mantidos em triplicata, através dos tampdes: KCI/HCI
0,AM (pH1.0, 1.4, 1.8, 2.2), citrato-fosfato 0,1M (pH2.6, 3, 3.4, 3.8, 4.2, 4.6, 5, 5.4, 5.8,
6.2, 6.6) e fosfato 0,1M (pH7, 7.5, 8). Para a verificacdo da estabilidade da enzima ao pH,
a enzima foi incubada a temperatura ambiente (28+1°C), durante duas horas em solucgéo
tampdo citrato-fosfato pH 2,6; 3,4; 5,0 e 6.2 e em seguida foi determinada a atividade
residual em triplicatas (Yadav et al., 2009).

Para deteccdo da temperatura 6tima, a velocidade no estado estacionério da enzima
que catalizou as reacOes, foi determinada em triplicatas nas temperaturas: 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80°C e a relacdo entre a velocidade de reacdo versus
temperatura foi avaliada. Para a termoestabilidade das enzimas, apés incubacédo em banho-
maria por duas horas, nas temperaturas de 28°C, 50°C, 60°C e 80°C, foi verificada a

atividade enzimatica residual em triplicata (Yadav et al., 2009).

4.3 RESULTADOS

C. lunata, UFPEDAB885 produziu biomassa utilizando éleo diesel como exclusiva
fonte de carbono, destacando-se com 10,74g/L de biomassa, no experimento: pH inicial 6.0
e 40°C, por 96 horas de incubacéo, seguido de 8,05g/L no experimento com pH inicial 4.0
e 40°C por 96 horas. Em todos os experimentos houve mudanga do pH inicial que esteve
entre 5.7 a 7.2. O pH mais &acido foi observado no experimento de pH 6.0/30°C, ap6s 96
horas de incubacao.

Os resultados foram analisados e revelaram que a producdo de Lacase- LaC (Y)
variou em funcédo do pH (X;) e em relacéo a interacdo pH e temperatura (X;), como mostra
0 modelo reparametrizado da equacdo de regressédo: Y (atividade de LaC, U/L)=
611+360X; — 335X X,. Devido a grande variabilidade inerente a bioprocessos envolvendo
enzimas microbianas, os parametros significativos foram considerados quando menores
que 10% (p>0,1). Para determinar a adequacdo do planejamento utilizado, obteve-se o
coeficiente de regressdo R Este coeficiente foi obtido para os resultados onde se veificou
efeito entre as varidveis e a producéo enzimatica. Em relacdo aos resultados obtidos para a

producéo de LaC, o R? foi de 87%, indicando confiabilidade do modelo utilizado. Através
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da analise de variancia, observou-se que as maiores quantificacfes de LaC ocorreram ap0os
72 horas, em pH 4.0 e 40°C (1940U/L), pH 6.0 e 40°C (1600U/L) e pH 6.0 e 30°C
(1850U/L), Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios da producdo de enzimas ligninoliticas produzidas por Curvularia
lunata-UFPEDAS885, apos 48, 72 e 96 horas.

Fiti(\)/:;ie: € Quantificacdo Enzimaética (U/L)
Experimentos
12 X2P Lacase Lignina Peroxidase Manganés Peroxidase

48h 72h 96h 48h 72h 96h 48h 72h 96h
1 0 +1 110 1600* 43 60 1104 70 380 530 580
2 +1 0 180 700 1400 70 150 230 630 670  790*
3 -1 -1 800* 230 520 10 820 370 550 600 140
4 -1 0 300 1020 1100* 30 90 620 650 420 140
5 +1 +1 700 1050 710 130* 190 20 600 630 380
6 0 -1 160 1850* 260 30 10 30 580 600 820*
7 +1 -1 1300* 1010 210 340* 20 10 700 610 620
8 -1 +1  1300* 1940* 20 10 1480* 40 520 320 620
9 0 0 650 700 680 40 10 1120 380 600 560

a: X1 =pH (-1=4,0; 0=6,0; +1=8,0)

b: X2 = temperature (-1=30°C, 0=35°C, +1=40°C)

*: Anova of Kruskal-Wallis/Student-Newman-Keuls, p<0.05

N

A melhor producéo de LiP, ocorreu em pH4.0/40°C, ap6s 72 horas: 1480U/L +6,
com atividade especifica de 434.83 U/mg proteina. Nado foi detectado efeito entre as
variaveis e a producao desta enzima.

No que se refere a manganés peroxidase-MnP, a melhor producdo foi em
pHB8.0/35°C e pH6.0/30°C, ambos ap6s 96 horas, respectivamente: 790U/L +1,5 820U/L
+3,5 (Tabela 1), com atividade especifica de 234,17 U/mg proteina e 250.07 U/mg
proteina, respectivamente. A producdo desta enzima variou em fungédo da interacédo entre
pH e temperatura, com p>0,1 segundo 0 modelo reparametrizado da equagéo de regressao:
Y (atividade de MnP, U/L)=638-122,5X; X, com R? de 85%.

Quanto ao efeito do pH na atividade enzimética, a maior atividade de lignina
peroxidade foi verificada em pH de 5 a 7, enquanto que com excessdo da temperatura de
25°C, as demais ndo exerceram efeito sobre a atividade desta enzima. Para manganés

peroxidase, as variagdes no pH ndo influenciaram na atividade enzimética, enquanto que a
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temperatura ideal para atividade foi até 65°C. Para LaC, os valores de pH 6timo séo 3,4 e
7, enquanto que a temperatura onde ocorreu maior atividade enzimatica foi 65°C. (Figura
1 e Figura 2). Em relacdo a estabilidade, LiP e manganés peroxidase apresentaram-se
estaveis em todas as condi¢des de pH e temperatura testados, com excessdo da temperatura
de 80°C para MnP. A LaC foi termoinstavel e ndo hoouve detec¢édo de atividade nos valors
de pH testados (Tabela 3).
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Figura 1. Efeito do pH na atividade residual (%) das enzimas lacase-LaC, lignina
peroxidase-LiP e manganés peroxidade-MnP produzidas por Curvularia lunata-
UFPEDAS85.
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Figura 1. Efeito da temperatura na atividade residual (%) das enzimas lacase-LaC,

lignina peroxidase-LiP e manganés peroxidade-MnP produzidas por Curvularia
lunata-UFPEDAS8S5.
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Tabela 3. Estabilidade termica e de pH das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés
peroxidase produzidas por Curvularia lunata-UFPEDAS885.

Atividade enzimatica residual (%)

Enzimas
pH Temperatura
26 3.4 5 6.2 28°C 50°C 60°C 80°C
Lacase 0 0 0 0 0 0 0 0

Lignina Peroxidase 100 100 100 100 100 100 99 95

Manganés Peroxidase 100 100 100 100 100 100 100 O

4.4 DISCUSSAO

Ocorreu producdo de biomassa fungica e acidificacdo do pH inicial em todos os
experimentos, o que revela a capacidade de C. lunata, UFPEDAS885 de utilizar dleo diesel
como fonte de carbono e produzir biomassa. Em um processo fermentativo de
biorremediacéo, a producdo de biomassa indica a adaptabilidade do micro-organismo ao
substrato e a transformacdo do composto original, enquanto que a acidificacéo é justificada
geralmente pela produgdo de acidos organicos, indicadores indiretos de biodegradacdo
(Rao 2005; Gaad 2001).

C. lunata-UFPEDA 885 apresentou-se como produtor das trés enzimas do
complexo lignolitico, assim como: Aspergillus sclerotiorum CBMAI84 e Mucor
racemosus CBMAI847 que foram relatados recentemente como produtores das trés
enzimas em meio de malte acrescido de NaCl (Bonugli-Santos et al., 2010).

Para a maioria das enzimas, a desnaturacdo tem inicio entre 45 e 50°C, porém sua
estabilidade varia de acordo com o pH do meio e da combinacdo de pH e temperatura, que
podem diferir significativamente de acordo com o tipo de enzima (Pelczar et al. 2004). A

producdo de LaC pelo género Curvularia foi relatada por Du; Sun (2010) para C. trifolii
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com valores duas vezes menor (1000U/L) do que os obtidos neste trabalho, em pH 3.5 e
40°C e utilizando-se corante como substrato. Alguns autores relatam que o pH étimo para a
producédo de LaC esta entre 3.0 e 5.7, 0 que corrobora com os resultados obtidos (Bollag e
Leonowicz 1984). De acordo com Claus (2004), a LaC é expressa por uma familia de
genes e esta pode ser acentuada em condicdes de cultivo apropriadas como variacOes de
pH, temperatura e nutrientes.

A producéo LiP por C. lunata foi descrita anteriormente pela estipe C.lunata LW6
que produziu LiP: 6.120 U/L e atividade especifica de 3,31 U/mg proteina utilizando-se o
principal substrato para esta enzima: bagago de cana de agUcar suplementado com glicose
(Narked e Vidhale 2005). A producdo de LiP utilizando substratos xenobidticos foi
relatada por Kim et al. (1998) que obtiveram 129U/L de LiP por Phanerochaete
chrysosporium utilizando fenantreno a 37°C e pH4.8 e nestas mesmas condigOes, para
Pleurotus ostreatus utilizando antraceno como substrato, obteve 1.027U/L. Estes
resultados sdo um pouco inferiores aos obtidos neste trabalho utilizando éleo diesel como
substrato. Em relacdo a estabilidade da LiP, esta foi maior quando o pH estd &cido,
geralmente até 3.0, isto ocorre pois 0 pH neutro promove a desestabilizacdo da H,O, e
perda de seu potencial de oxidacdo (Lee e Moon 2003).

Cerca de 200U/L de MnP foram produzidos por P. chrysosporium em presenca de
corante Poly R-478 a pH 4.5 e 30°C, de acordo com o autor, para este fungo, a condi¢éo
ideal de cultivo para producdo da enzima foi pH4.5 a 32°C (Couto et al. 2006). Eibes et al.
(2005) obtiveram valores entre 60U/L e 240U/L de MnP utilizando antraceno como
principal compontente em uma mistura de substratos organicos.

C. lunata é produtor de enzimas lignoliticas e, a producdo de LaC esteve
relacionada com o pH e com a interacdo entre pH e temperatura. O mesmo aconteceu com

a producdo de MnP sofreu influéncia da interacdo entre pH e temperatura. A producéo de
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LiP por C. lunataUFPEDAS885 ndo € influenciada por alteracbes de pH e temperatura. A
habilidade de C. lunata em produzir as trés enzimas lignoliticas deve ser explorada,
principalmente em relacdo a enzima LiP e a MnP que foram estiveis em todas as
condicbes de pH e temperatura testadas, ndo sofrendo influencia na atividade dessas
enzimas. Bonugli-Santos et al. (2010) observaram a produgdo das 3 enzimas lignoliticas
por M. racemosus CBMAI847 utilizando corante (RBBR) como substrato e este fungo foi
indicado para producéo destas enzimas visando aplicacdo na descoloracdo deste corante.
C.lunata UFPEDA 885 é indicada para producdo destas enzimas visando aplicagdo

industrial e na biorremediacéo.
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Capitulo 5. Terceiro Artigo

Trabalho a ser submetido para publicacdo na revista Colloids and Surface B, como Carla
do Couto Soares Maciel, Rosileide Fontenele da Silva Andrade; Norma Buarque de
Gusmao; Galba Maria de Campos Takaki 2010. Producdo Amigével de Biossurfactante de
Curvularia lunata-UFPEDA 885 a partir de 6leo diesel.
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5. Producdo amigavel do biossurfactante de Curvularia lunata-UFPEDA 885 a partir
de 6leo diesel ®

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar a producéo de biossurfactante por Curvularia
lunata- UFPEDAG8S85 a partir de 6leo diesel. Foi realizado um Delineamento Composto
Central Rotacional-DCCR- 2* com as variaveis independentes: tamanho do indculo,
concentragdo de NH;NO3; MnSO4H,O e CuSO4H,O. O fungo foi inoculado em meio
mineral Bushnell Haas-modificado acrescido de 2% de 6leo diesel, sendo cultivado por 72
horas a 40°C de modo estatico e a 150rpm sob as mesmas condi¢des. Foram avaliadas a
tensdo superficial e a atividade emulsificante com diferentes fontes oleosas, além da
toxicidade do biossurfactante frente sementes de Pepino caipira (Cucumis sativus), ao
microcrustaceo Artemia salina e a biorremocdo de 6leo automotivo em solo pelo
biossurfactante. Por fim, foi avaliada a estabilidade da emulsdo e os efeitos do pH,
temperatura e NaCl na atividade emulsificante. Curvularia lunata (UFPEDA 885) é
produtor de biossurfactante, reduzindo a tensdo superficial até 32,9 mN/m na condicao
estatica. A reducdo da tensdo superficial foi otimizada com indculo, nitrogénio e manganés
nas concentragdes de 30 discos, 2g/L e 0,1g/L, respectivamente, enquanto que para o cobre
a melhor concentracdo para reducéo da tensao foi de 0,1g/L. Além disso, este fungo produz
um bioemulsificante capaz de promover a emulsificacdo de até 98% de 6leo automotivo,
com elevada estabilidade em diferentes valores de pH, temperatura e salinidade. O
biossurfacante produzido por C. lunata UFPEDA 885 apresenta 0,02% de proteinas, 6,5%
de acucares e 87% de lipidios totais. Houve remocdo de 93,5% de 0Oleo automotivo
contaminando solo arenoso e baixa fitotoxicidade frente a sementes de Pepino caipira
(Cucumis sativus). Para Artemia salina a toxicidade ocorreu em concentracdes do extrato
bruto do biossurfactante a partir de 25%. C.lunata é considerado promissor para a

producdo de biossurfactante com aplicagédo em processos de biorremediacéo.

Palavras-chave: fungo filamentoso, tensdo superficial, indice de emulsificacao,
ecotoxicidade.

® Trabalho a ser submetido para publicagdo na revista Colloids and Surface B, como Carla do Couto Soares
Maciel, Rosileide Fontenele da Silva Andrade; Norma Buarque de Gusméo; Galba Maria de Campos Takaki
2010. Producéo amigavel de biossurfactante de Curvularia lunata-UFPEDA 885 a partir de dleo diesel.
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5.1 INTRODUCAO

O 6leo diesel é petroderivado mais utilizado no mundo sendo elevados o0s riscos de
contaminagdo ambiental e graves os impactos causados aos ecossistemas. O impacto
ambiental da industria petrolifera tem reduzido com o desenvolvimento de tecnologias
capazes de combater a poluigdo. Dentre estas estratégias, a biorremediacdo tem sido
considerada compativel com o ambiente por preservar a estrutura do solo, requerer pouca
energia e por envolver a completa destruicdo ou imobilizagdo dos contaminantes
(Benincasa, 2007).

A principal limitagdo da biorremediacédo é a baixa solubilidade em agua por parte
dos poluentes oleosos (Sabaté et al., 2004). Uma das alternativas para o aumento desta
solubilidade € o uso de biossurfactantes. Eles sdo produtos do metabolismo secundério de
bactérias e fungos, constituidos de moléculas anfipaticas com uma porg¢édo hidrofobica e
outra hidrofilica. Eles atuam reduzindo a tensdo superficial e interfacial entre agua-6leo,
6leo-agua e de sistemas oleosos, podendo ser aplicados na Recuperagdo Melhorada de
Petroleo, na remocdo e limpeza de Oleo em tanques de combustiveis, na recuperacao
terciaria de petroleo, além da inddstria farmacéutica, quimica, alimenticia e de cosméticos
(Cunha et al.,, 2004). A principal vantagem da utilizacdo de biossurfactantes em
comparacdo aos surfactantes sintéticos ocorre pela baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade que estes produtos oferecem, sendo mais compativeis com o meio
ambiente (Gautam; Tyagi, 2006).

Varios micro-organismos apresentam a capacidade de produzir biossurfactantes, no
entanto, a producdo destes compostos bioativos, especificamente por fungos tem sido
pouco relatada na literatura. Dentre os fungos desta classe, Curvularia lunata tem sido
descrito como capaz de crescer em substratos contendo compostos oleosos, podendo ser
destacada sua acdo produtora de agentes tensoativos, entretanto estes ainda ndo foram
caracterizados (Paraszkiewicz et al., 2002 ). Diante deste fato, o objetivo do presente
trabalho foi verificar a producdo do biossurfactante de C. lunata- UFPEDAS885, cultivado
em oOleo diesel como fonte de carbono e estudar o biossurfactante para verificar uma

possivel aplicacdo na industria ambiental.

5.2 MATERIAL E METODOS
Micro-organismo

Foi utilizado o fungo Curvularia lunata- UFPEDAGS885, proveniente da Colecdo de
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Culturas do Departamento de Antibidticos, na Universidade Federal de Pernambuco,
Pernambuco-Brasil. As culturas foram mantidas em meio Bushnell Haas Solido acrescido
de 2% de 6leo diesel e conservadas a 4°C (ATLAS, 1995).

Planejamento Experimental para Producéo do Biossurfactante

Foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR 2*, com quatro
variaveis independentes: X1- tamanho do indculo (em blocos de gelose de 0,6cm¢); X2-
concentragdo de NH;NOsz (g/L); X3- concentragdo de MnSO;H,O (g/L) e X4-
concentragdo de CuSO4H,0 (g/L). Os fatores foram distribuidos em 5 niveis, a partir dos
quais obteve-se 27 experimentos que incluiram 16 nos pontos fatoriais (-1 e +1), 8 nos
pontos axiais (-2 e +2) e 3 repeti¢des nos pontos centrais (nivel 0). Na tabela 1 podem ser
visualizados os valores reais das variaveis independentes e os valores codificados (entre
parénteses), cujos experimentos foram conduzidos para estimar a variavel dependente:
tensdo superficial na condicéo estatica (Y1) e sob agitacéo (Y2).

Para a melhor resposta obtida, no que se refere a reducdo da tensdo superficial, foi
desenvolvido um modelo de regressdo empirico relacionado com as respostas das quatro
variaveis envolvidas no processo, visando a determinacdo das condi¢des otimizadas. A
Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo foi desenvolvida com base na significancia
estatistica de acordo com a equagédo polinomial e pelo F-valor (variacdo de Fisher) ao nivel
de significancia de 95%. Os coeficientes de regressdo foram utilizados para conduzir
calculos estatisticos e para a constru¢do dos modelos de regressdo lineares, quadraticos e
os efeitos de interacdo. A ANOVA e as superficies resposta foram realizados através do
programa Statistic® 6.0.

O fungo foi inoculado em frascos de Erlenmeyer-250mL contendo meio mineral
Bushnell Haas- modificado, acrescido de 2% de 6leo diesel (cedido pela TRANSPETRO
S.A)), sendo cultivado de modo estatico (CE) e sob agitacdo de 150rpm (CA). O pH foi
ajustado para 4.0 e o material incubado por 72 horas a 40°C de acordo com estudos prévios
(Maciel et al., 2011). Ap6s o periodo de cultivo, o material foi filtrado e foi verificada a
reducdo da tensdo superficial para deteccdo de producdo de biossurfactante e a atividade
emulsificante para deteccao da producédo de um bioemulsificante.

Tensdo Superficial- A tensdo superficial foi verificada pela leitura em tensidmetro de

acordo com o0 método de Du-Noy’s (Kuyukina et al., 2001). Em todo aferimento, utilizou-
se agua destilada como controle. Os resultados foram analisados através do software
Statistica® 6.0.
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indice de Emulsificacéo - Foi verificada de acordo com Paraszkiewicz et al., (2002) frente

as fontes oleosas: 0leo de canola, 6leo mineral, 6leo de soja, 6leo de soja apos fritura, 6leo
automotivo e 6leo diesel. O filtrado celular obtido no planejamento experimental foi
homogeneizado com as fontes oleosas (1:1v/v) por 2 minutos em vértex a 700min™. Apés
24 horas a altura da proporcéo de 6leo emulsificado foi comparada com a altura do volume

total de 6leo adicionado (Ezq).

Tabela 1. Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 2*, com valores reais e
codificados das varidveis independentes

Variaveis Independentes

CondicGes
Experimentais X1 Quantidade de X2 X3 X4
Inoculo NH,;NO; (g/L) MnSO,H,0 (g/L) CuS0O,5H,0 (g/L)
1 20 (-1) 1(-1) 0,05 (-1) 0,1(-1)
2 20 (-1) 1(-1) 0,05 (-1) 0,3(1)
3 20 (-1) 1(-1) 0,15 (1) 0,1(-1)
4 20 (-1) 1(-1) 0,15 (1) 0,3(1)
5 20 (-1) 3(1) 0,05 (-1) 0,1(-1)
6 20 (-1) 3(1) 0,05 (-1) 0,3(1)
7 20 (-1) 3(1) 0,15 (1) 0,1(-1)
8 20 (-1) 3(1) 0,15 (1) 0,3(1)
9 40 (1) 1(-1) 0,05 (-1) 0,1(-1)
10 40 (1) 1(-1) 0,05 (-1) 0,3(1)
11 40 (1) 1(-1) 0,15 (1) 0,1 (-1)
12 40 (1) 1(-1) 0,15 (1) 0,3(1)
13 40 (1) 3(1) 0,05 (-1) 0,1(-1)
14 40 (1) 3(1) 0,05 (-1) 0,3(1)
15 40 (1) 3(1) 0,15 (1) 0,1 (-1)
16 40 (1) 3(1) 0,15 (1) 0,3(1)
17 10 (-2) 2 (0) 0,1(0) 0,2 (0)
18 50 (2) 2 (0) 0,1(0) 0,2 (0)
19 30 (0) 0(-2) 0,1(0) 0,2 (0)
20 30 (0) 4(2) 0,1(0) 0,2 (0)
21 30 (0) 2 (0) 0(-2) 0,2 (0)
22 30 (0) 2 (0) 0,2(2) 0,2 (0)
23 30 (0) 2 (0) 0,1(0) 0(-2)
24 30 (0) 2 (0) 0,1(0) 0,4 (2)
25 30 (0) 2 (0) 0,1(0) 0,2 (0)
26 30 (0) 2 (0) 0,1(0) 0,2 (0)
27 30 (0) 2 (0) 0,1(0) 0,2 (0)

Efeito do pH, temperatura e salinidade na atividade e estabilidade do bioemulsificante -

Para verificacdo da estabilidade do bioemulsificante, o material filtrado livre de células foi
incubado a diferentes valores de pHs (2, 4, 6, 8, 10 e 12), temperaturas (20, 50, 75, 100 e
125°C) por 15 minutos e concentragdes distintas de NaCl (5, 10, 15, 20 e 25%). Ap0Os

incubacéo, foi verificada a atividade emulsificante visando a caracterizagéo do efeito do
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pH, da temperatura e da salinidade na estabilidade da emulsdo (Liu et al., 2010). Para
deteccdo do pH, temperatura e salinidade ideais para a atividade emulsificante, foram
verificadas as mesmas condigdes citadas porém, o extrato bruto do biossurfactante
permaneceu por duas horas nestas condi¢cBes para posterior andlise da atividade
emulsificante (Liu et al., 2010).

Isolamento e Caracterizacdo do Biossurfactante

Isolamento- O liquido metabolico livre de células obtido na melhor condicdo do
planejamento fatorial foi centrifugado a 2000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, um volume de acetona foi adicionado cuidadosamente a um volume do
liquido metabdlico e em seguida o material foi centrifugado 2000 x g por 15 minutos. O
precipitado branco foi coletado, seco e pesado (Paraszkiewicz et al., 2002).

Composicdo Quimica- o biossurfactante isolado teve indice de proteinas determinado pelo

“Kit” de proteinas totais Labtest® onde o teor de proteinas totais é detectado pela
especificidade da reacdo de biureto. Para a quantificagcdo dos carboidratos foi utilizado o
“Kit” para quantificacdo de glicose Labtest®, onde a glicose € detectada apds reacdo com
perdxido de hidrogénio. Os lipidios foram determinados ap6s a extragcdo com cloroférmio e
metanol (Manocha et al., 1980).

Teste de toxicidade- Para andlise da fitotoxicidade do biossurfactante foram utilizadas

sementes de Pepino caipira (Cucumis sativus). As sementes foram desinfetadas e em
seguida transferidas (10 unidades) para placas de Petri previamente forradas com papel de
filtro duplo embebido em 2 mL do liquido metabolico livre de células, este procedimento
foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas (+ 28°C) por 5 dias. Foram
utilizados dois controles, um com agua destilada e outro com diesel. Ap6s o periodo de
incubagdo, foram calculados o percentual de crescimento da raiz e o percentual de
germinacdo visando obtencdo do indice de germinacdo: % germinacdo X % crescimento
das raizes/ 100 (Tiquia et al., 1996). A toxicidade frente o microcrustaceo Artemia salina
foi verificada apos a eclosdo dos cistos ap6s 24 horas em solugdo de sal marinho sintético
(32 g/L), com aeracdo e a + 30°C (Matthews, 1995). Apos a eclosdo, dez larvas do
microcrustaceo foram selecionadas e incubadas, em tubos de penicilina contendo as
concentragdes do biossurfactante de 1% a 100% por 24 horas para observacdo da
mortalidade. Controles negativos foram utilizados paralelamente com solucdo de sal
marinho sintético. Apds o periodo de incubacéo, foi feita a contagem do ndmero de larvas

mortas. Todos os testes de toxicidade foram conduzidos em quintuplicatas.
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Aplicacdo do biossurfactante na remocdo de dleo - Foi adicionado 10g de solo arenoso
coletado na Praia de Suape-PE, Brasil (Tabela 2) e impregnado por 5mL de Oleo
automotivo e 75mL do liquido livre de células, obtido na melhor condi¢do e como controle
utilizou-se agua destilada esterilizada em substituicdo ao liquido livre de células. O
material foi incubado por 48 horas a 150 rpm e em seguida o sobrenadante foi removido
por centrifugacéo, o solo foi lavado e seco para deteccdo do percentual de remogéo do 6leo

do solo de acordo com Luna et al., (2009).

Tabela 2. Caracterizacéo fisico-quimica do solo arenoso do Cabo de Santo Agostinho, PE, Brasil.

Parametros Resultados
pH 8
Umidade 8,7%
Nitrogénio 7,90/Kg

Matéria organica  1,65g/Kg

Carbono organico  0,969/Kg

Andlises estatisticas — Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do software
Statistica® 6.0 e BioStat®5.0.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de tenséo superficial variaram de 32mN/m a 60,6mN/m, o que mostra a
influéncia das varidveis escolhidas na resposta. Os menores valores ocorreram nas
condi¢bes do ponto central, tanto no cultivo estatico quanto no cultivo sob agitagédo, que
apresentaram uma pequena variagdo, indicando repetibilidade do processo (tabela 3). De
acordo com Paraszkiewicz et al., 2002, ha poucos relatos na literatura de fungos
filamentosos capazes de converter esterdides na sintese de agentes biossurfactes.

Os resultados obtidos no cultivo estatico foram mais promissores, sendo
selecionados para anélise através do software Statistica® 6.0. As variaveis isoladas
exerceram influéncia na reducdo da tenséo superficial: X1 Inéculo, X2%- NH,NO3, X3
MnSO4H,0 e X4- CuSO4H,0 ao nivel de significancia de 95%, bem como a interacéo
linear entre MnSO4H,0 (X3) e CuSO4H,0O (X4) que promoveu um efeito negativo na
reducdo da tensdo superficial, de acordo com o grafico de pareto, enquanto que a fonte de

nitrogénio (NH4;NO3) foi a variavel que exerceu maior influéncia no processo (Figura 1).
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Tabela 3. Atividade Emulsificante e Tensdo Superficial observadas nas 27 condi¢des experimentais de
Curvularia lunata UFPEDAB885 em 6leo diesel.

Tenséo Tenséo E24(%) para as fontes oleosas
Condices Superficial ~ Superficial 2 2 ) ) ) 2
Experimgentais (mN_/m) (n_1N/m) O(;zo O!;gade Oleo de (_)Ieo (_)Ieo O(;zo
Estatica — Agitagdo — Soi - canola  mineral diesel
oja  queimado motor
Y1 Y2
1 34,8 54,86 75 33 55 50 33 75
2 48,5 60,63 75 53 40 67 33 50
3 41,5 55,56 45 33 48 60 35 50
4 40,7 56,39 45 27 40 50 29 60
5 40,1 53,9 50 47 48 40 29 40
6 46,2 53,53 45 20 45 37 29 95
7 40,7 56,52 45 33 50 55 35 56
8 41 56,67 45 40 45 60 29 83
9 38,7 40,91 45 55 45 55 29 71
10 48,5 57,41 50 27 55 50 23 88
11 41,2 52,26 40 40 45 60 27 68
12 46 58,41 45 33 50 50 29 98
13 40,8 52,95 50 30 45 48 23 75
14 48,4 50,12 25 40 70 50 23 90
15 37,6 53,08 45 20 50 45 24 75
16 40,1 53,98 40 20 50 45 14 60
17 44 55,05 50 27 60 53 14 90
18 37,3 52,31 45 33 45 53 25 74
19 55,5 50,19 50 33 50 48 24 98
20 47 50,36 50 25 50 50 30 98
21 40,8 51,44 45 35 50 50 18 78
22 46,5 50,67 45 25 50 50 24 88
23 45,5 51,08 50 27 50 50 24 75
24 43,2 52,09 50 33 45 47 24 70
25 34,3 44,17 73 47 60 60 33 98
26 34,4 43,76 75 46 60 60 33 98
27 32,9 44,01 75 47 60 58 33 97

E24(%) é o indice de emulsificac&o.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Surface Tension

4 factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=9,1875
DV: Surface Tension

NH4NO3(Q) f | | 6,3014
(4)Cuso4(L) k .

MnS04(Q) k :
I ]-2,30188
1] 2,301587

|:2,111111

| 3,703893
|3.444444

3Lby4L
Inoculo(Q) f
CuSO4(Q)

(2)NH4NO3(L)
2Lby3L
2Lby4L
1Lby2L

(1)Inoculo(L)
1Lby3L
1LbyA4L

(3)MnSO4(L)

I -
22 |
E 41405
- ]-412303
#2303

3 -,.336718

p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 1. Grafico de Pareto indicando as variaveis que apresentaram maior influéncia na reducdo da
tensdo superficial por Curvularia lunata (UFPEDA 885) em cultivo estatico, ao nivel de significancia

de 95%.
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Realizou-se ainda o ajuste através da ANOVA, visando verificar a qualidade do
modelo adotado através do Coeficiente de Determinacdo (R?), que fornece uma medida da
proporcdo da variacdo (pela equacdo de regressao) e o teste t, que avalia a significancia da

regresséo (tabela 4).

Tabela 4. Andlise de Variancia (ANOVA) do modelo quadratico de regresséo.

Fonte de Variagdo Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F calc p-valor

Regresséo 522,3 3 174,1 19,8 0,04
Residuos 202,2 23 8,8 - -
Total 7245 26 - - -

R*=0,72.

O modelo utilizado foi considerado valido pois o F calculado (19,8) foi superior ao
F critico (3,03), 0 que possibilitou a realizacdo de curvas de superficies resposta para as
variaveis significantes em fungdo da tensdo superficial. Estes graficos foram construidos
com base no modelo reparametrizado da equacao de regressdo: Y1 (Tensédo Superficial) =
35,8+1 X12+3,7 X22 +1,8 X3%+ 2,3 X4 -1,8 X3X4. As curvas revelaram uma tendéncia de
otimizacdo do processo com as variaveis nas condi¢fes do ponto central, com a exce¢éo do
CuSO4H,0 cuja concentragdo 6tima quando interagindo com as demais variaveis foi de
0,1¢g/L (Figura 2). De acordo com Banat (1995), o nitrogénio e 0 manganés exercem
importante influéncia na producdo de biossurfactantes, sendo necessario que se estabeleca
niveis 6timos de producéo visando a otimizagéo de processo.

O biossurfactante foi isolado na concentracdo de 2,2g/L. Apds analises quimicas
este biossurfactante foi caracterizado como um polimero composto por proteinas (0,02%),
polissacarideos 6,5% e é&cidos graxos (87%), tabela 5. Paraszkiewicz et al., (2002)
obtiveram 2,6g/L de biossurfactante produzido por C. Lunata 1IM2901 apos 47 horas de
incubacdo em meio PL2, utilizando um substrato hidrofobico. Este biossurfactante
apresentou em sua composicdo 48% de carboidratos, 25% de proteinas e nenhum &cido
graxo. A natureza do substrato, as concentracdes de ions como fdsforo, nitrogénio,
magnésio, manganés, oxigénio e ferro no meio de cultivo, além das condigdes de cultivo
sdo fatores que influenciam no tipo, na quantidade e na qualidade do biossurfactante

produzidos (Georgiou et al., 1992).
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Figura 2. Superficies de respostas em fungdo da tensdo superficial, para a razdo MnSO4H,0 versus
NH;NO; (A) CuSO4 H,O versus NH;NO;z (B), MnSO4H,0O versus CuSO4H,0O (C), inoculo
versus NH;NO; (D), inoculo versus MnSO4H,0 (E) e inoculo versus CuSO4H,0 (F).

Em relacdo a fitotoxicidade do extrato bruto do biossurfactante, o indice de
germinacdo das sementes de Pepino caipira (Cucumis sativus) foi de 90,8. Considera-se
que quando o indice de germinacdo é superior a 80 ndo ha toxicidade sendo este um dos
mais importantes critérios usados pelas agéncias ambientais do mundo (Tiquia et al. 1996).
A toxicidade dos hidrocarbonetos pode provocar inibicdo da germinagédo e a reducdo no

crescimento da raiz de sementes vegetais (Rivera-Cruz e Trijillo-Narcia, 2004).
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Para Artemia salina o extrato bruto do biossurfactante nas concentracfes de 25% e
30% promoveram a letalidade de, respectivamente 50% da populacdo testada-CL50 e
100% da populagéo. Em ensaios semelhantes, Silva et al., (2010) obtiveram CL50 em 52%
do extrato bruto do biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa.

O biossurfactante produzido por C. Lunata (UFPEDA 885) removeu 93,5% do 0leo
automotivo que impregnou o solo por 48 horas (figura 3). Pacheco et al., (2010) utilizando
0 biossurfactante produzido, durante um més, por Rhodococcus erythropolis na
biorremocdo de 6leo cru em solo, obteve remocdo de 97 a 99% pelo biossurfactante
produzido. Makkar e Cameotra (1999) observaram remocdo de 56% de 6leo adsorvido em

areia pelo biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa.

Figura 3. Aspecto do solo arenoso antes da contaminacao, apds contaminacdo por 6leo automotivo e
apos biorremocao de 93,5% do 6leo pelo biossurfactante produzido por C.lunata.

Ainda de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, houve a
formacdo de emuls@o em presenca de todas as fontes oleosas testadas, indicando que
C.lunata UFPEDABSS5 ¢é produtor de um bioemulsificante cuja atividade maxima ocorreu
com o 6leo automotivo (98%) (Tabela 2). Com base neste resultado, o 6leo lubrificante
automotivo foi selecionado para caracterizacdo de efeito e estabilidade da emulséo.
Paraszkiewicz et al., (2002) em ensaios utilizando C. lunata obteve 100% de atividade
emulsificante frente a 6leo mineral e 95% ap6s contato do biossurfactante com oleo
vegetal e querosene, estes foram o0s oOleos selecionados pelo autor para avaliar a
estabilidade da emulséo.

Fatores ambientais como salinidade, pH e temperatura afetam a atividade do
biossurfactante. De acordo com as temperaturas avaliadas, ndo houve reducdo significativa
na atividade do bioemulsificante produzido por C.lunata em 4, 20, 50 e 100°C. Na
temperatura de 125°C a atividade emulsificante diminuiu 80%. Apesar desta reducdo na
atividade do bioemulsificante, este percentual de emulsificacdo é considerado pela

literatura como um eficaz bioemulsificante (llori et al., 2005). Kim et al., (1997),
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avaliando o surfactante sintético SDS a temperaturas acima de 70°C, encontraram
diminuigdo na atividade emulsificante chegando até 20% de atividade a 100°C.

O pH 20 foi a unica condicdo onde a atividade emulsificante diferiu
significativamente estando abaixo de 95%. Nas demais condicOes de pH (4 a 12) esta
atividade esteve entre 95% e 100%. Sarubbo et al., (2007) detectou estabilidade
emulsificante de surfactina produzida por Bacillus subtilis, entre pH 3 e 11, com reducao
na atividade nos valores de pH fora desta faixa.

Por fim, o efeito da forca idnica na atividade do bioemulsificante, ocorreu em todas
as concentracdes de NaCl testadas estando a atividade emulsificante entre 45% e 75%
(Tabela 5). Méndez-Vilas (2007) observaram indice de emulsificacdo entre 50% e 40%
para o bioemulsificante produzido por Pseudomonas fluorescens em concentragdes de 5 a

30% de cloreto de sodio.

Tabela 5. Caracterizaco de efeito e estabilidade da emulsio produzida por Curvularia lunata UFPEDA885.

CondicGes
Caracterizagéo
do Biossurfactantante pH Temperatura (°C) NaCl (%)

2 4 6 8 10 12 4 20 50 100 125 5 10 15 20 25

Atividade Efeito  73* 100 100 95 100 95 87 95 100 100 80° 60° 75 60° 83 50°
Emulsificante (%) gqranilidade 732 100 95 95 95 95 85 90 100 100 80° 60° 75 50° 60? 45°

Andlise de variancia de Kruskal-Wallis, Student Newman-Keuls = p<0,5

5.4 CONCLUSOES

Curvularia lunata (UFPEDA 885) e produtor de biossurfactante, reduzindo a
tensdo superficial até 32,9 mN/m na condicdo estatica. A reducdo da tensdo superficial foi
otimizada com inoculo, nitrogénio e manganés nas concentracGes de 30 discos, 2g/L e
0,1g/L, respectivamente, enquanto que para o cobre a melhor concentragéo para reducao da
tensdo foi de 0,1g/L. O biossurfacante isolado composto por proteinas, carboidratos e
acidos graxos removeu 93,5% de 0leo automotivo contaminando solo arenoso e ofereceu
baixa fitotoxicidade frente a sementes de Pepino caipira (Cucumis sativus) e para Artemia
salina a CL50 ocorreu a partir de 25% do extrato bruto do biossurfactante. Além disso,
este fungo produz um bioemulsificante capaz de promover a emulsificacdo de até 98% de
6leo automotivo, com elevada estabilidade em diferentes valores de pH, e temperatura.
C.lunata é considerado promissor producgdo de biossurfactante e bioemulsificante visando

aplicagdo em processos de biorremediagao.
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6. CONCLUSOES

6.1 Conclusdes do Artigo 1

v

v

v

Paecilomyces sp. (F11) e Penicillium sp. (F25) destacaram-se como produtores de
manganés peroxidase e lignina peroxidase;

Penicillium sp. (F33) destacou-se como melhor produtor de lacase e os estipes
Penicillium sp. (F21) e Penicillium sp. (F24) foram bons produtores de lignina
peroxidase.

Curvularia lunata-UFPEDAS885 (F4) foi selecionado pela producdo simultanea de

lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase;

6.2 Conclusdes do Artigo 2

v

No planejamento fatorial, a variacdo de pH e temperatura promoveu um aumento
de 9 vezes na producdo de lacase inicial, com relagdo a produgdo de lignina
peroxidase, o aumento foi de 24 vezes e, por fim, para produgdo de manganés
peroxidase, o aumento foi de 15 vezes;

A producgéo de lacase é influenciada com o aumento do pH e varia também de
acordo com a interacao entre pH e temperatura. A maior producdo desta enzima foi
em pH 4 e 40°C,;

O pH e a temperatura ndo afetaram diretamente a producéo de lignina peroxidase
por C. lunata, a maior producdo desta enzima ocorreu em pH 4 e 40°C apds 72
horas de incubacdo;

A producdo de Manganés Peroxidase variou em funcdo da interagdo do pH e da
temperatura. A maior producdo desta enzima ocorreu em pH 3.4 e 65°C.

A lacase produzida por C.lunata tem baixa estabilidade e o pH ideal para a
atividade enzimatica € em torno de 3.4. A temperatura ideal € por volta de 65°C
apos 72 horas de incubacéo;

A lignina peroxidase produzida por C. lunataé estavel em valores de pH entre 1 a 8
e 25°C a 80°C. Como pH e temperatura ideais para atividade desta enzima tem-se
respectivamente 6.2 e 65°C;

A manganés peroxidase produzida por C. lunata & uma enzima estavel, que

apresenta pH e temperatura 6timos para atividade por volta de 3.4 e 50°C;

6.3 Conclusdes do Artigo 3
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v

v

C. lunata e produtor de biossurfactante reduzindo a tensdo superficial da agua de
70mN/m para até 32,9mN/m;

No planejamento fatorial, observou-se que as condi¢cbes no ponto central:
concentragdo do inoculo de C.lunata (30 discos de gelose de 0,6mm), o nitrato de
Amonio (2g/L) e o sulfato de manganés (0,2g/L) influenciaram na otimizagéo da
producdo do biossurfactante;

O sulfato de cobre utilizado CuSO4H,0O promoveu maior redugdo da tenséo
superficial somente quando utilizado na concentracgao de 0,1g/L;

O biossurfactante isolado é composto de proteinas, carboidratos e acidos graxos;

O extrato bruto do biossurfactante ndo ofereceu toxicidade frente as sementes de
Pepino caipira (Cucumis sativus) de testadas;

O biossurfactante removeu 93,5% de 6leo automotivo lubrificante presente em solo
arenoso;

C. lunata ¢é produtor de um importante bioemulsificante, promovendo a
emulsificacdo de 98% de 6leo lubrificante automotivo;

A emulsdo formada foi estavel em pH de 2 a 12, emulsificando de 73% a 100% de
6leo automotivo;

Em relacdo a temperatura, a emulsdo foi estavel, capaz de emulsificar o 6leo
automotivo entre 80 e 100% em 4°C a 125°C;

Por fim, a salinidade influenciou mais na estabilidade da emulsdo, promovendo a

emulsificagdo do 0leo automotivo entre 45% e 75%.
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8. ANEXOS

8.1 Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo diesel

—y.y PETADBRAS TRANSPORTE 3. A | NlOmero: 0261 -10 T |
£ TRANSPETRO

CERTIFICADO DE ENSAIO COPIA

Produto:OLEQ DIESEL A S1800 Codigo:658
Local de amostragem: TQ 330631303 Laboratorio: Transpetro/Lab Suape
Data/hora Amostragem: 10/03/2010 17:30 Endereco: @;’S;‘;;'T:,d,:; ';%105%;2%?0%? PRO%0
Data/hora Recebimento: 10/03/2010 17:40 Telefone: (81) 3527-6338  Fax: (81) 3527-6338
ASPECTO VIS 000 PASS (1) PASS
COR VIS 000 INAM @ INAM
COR ASTM D 1500 3,0 max. L2,0
ENXOFRE TOTAL D 4294 1800 max. 1540,0 ma/kg
10% RECUPERADOS D 86 Anotar 185,1 grau ¢
50% RECUPERADOS D 86 2450 a 370,5 278,0 grau C
85% RECUPERADOQOS D 86 370,0 max. 358,4 grau C
90% RECUPERADOS D 86 Anotar 378,5 grau C
MASSA ESPECIFICA A 20 GC D 4052 820 a 880 841,1 kg/m3
AGUA E SEDIMENTOS D 2709 0,05 max. 0,000 % volume
PONTO DE FULGOR D93 38,0 min. 47,0 grau C
Notas:

1) PASS(PASSA)=Limpido e isento de impurezas.
(2)  Incolor a amarelada, podendo apresentar-se ligeiramente alterada para
as tonalidades marrom e alaranjada.

- Todos os limites especificados sao valores absolutos de acordo com a
norma ASTM E 29.

- Cor Vermelha - Corante adicionado na entrega do Produto.

- Atende a Resolugéo ANP N°42, de 16 de Dezembro de 2009;Regulamento
Técnico ANP N° 8/2009. Resolugdo n® 6 do CNPE, de 16 de setembro de
2009.

- APOS DESLOCAMENTO DE LINHA DO NT PIQUETE VGM 532 CT.

Tipo de Amostragem: AMOSTRA CORRIDA
Tipo de Operacéo: Descarga de navio

Data de Emissdo: 10/03/2010 20:16:29 Pagina 1 de 1 Original Assinado Por:

Responsavel:
Os resultados deste Certificado de Ensaio referem-se 3 amostr:
acima especificada.

Este certificado sé pode ser reproduzido integralmente com a
autorizacao do responsavel pelo seu contetido.

Luciana Vilarim Fernandes Epitacio
CRQ: 1404182
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1 Introducao

A pobaicie provocads por aidentes emval-
venda perrdlea e derivados coramaul wm prokle-
mia de escala mandial devide aps inupacoos cau-
sados ae meio ambiente. Por owtre lade. a cada
ano o acinwalae des rejriies emaidos per mibismmas
de diverses ramms, aumenta cansderavelmente
(NITSCHEE;, PASTORE, 20020 Ma Brasd, o=
Prindipass grupos CONAMINANDES sde of selven-
s aromatkos, combustiveis ¢ o5 hidrovarbone-
fos aramdtices pelicklicos, tedos provenientes
da indiscria perrolifera (CETESE, 20048). [Hame
dessa problemidnca, sbo empregadas estratégicas
tiscg-quimicas ¢ bioldgicas que, quando asso<ia-
dag, permi#tem a remegds dessrs poluenies ¢ con-
seqieeite reiedugie do amhiente,

A Biorremediagle cem side apantads come
uma xloernativa vidvel na descontaminagio de bo-
caie impaciados, peir direciena o petencaal fise-
lagieo de mmre-argunismes o degradag@io engi-
miria dos hidrocarboneros, devedo d utilizagie
como fonde de carboro (RAFMAM et al.. 2008).
A utiliragia de Fanges ¢ bactirias isplados de lo-
caie impactasas, visarclo apleade em prossses
biotecnebgicas, tem recchida desreque, sends
t§sEf MiCTO-prganismas amplamente urilizades
na remediagie de poluenies ¢ lecais impactades
(GOBMES et al., J00D),

Dentre de grupe dos funges degradadores
de xcnobebimies, destacam-se os lignolitices que
mtilizam o cibotrome Fa450 monoxigemase ¢ en-
timas extracelalars lignalicas, atuantes na de-
’_r.l.l.‘liiiﬁl da 1|tlllni £ LRE cemlerem Gina manar
nelerincia aos polusnies em CoPLEnIragles Que se-
riam bixicas parad owines organismeos | YA [HEMN
BRIMNE et al., 199%), & literatura destaca come as
materes familias 8 enEiinas fﬁn:l::.l |lp1ir|.ll||'l.i-
Cas, 08 seguintes ripos: lacases, lignina peroxidase
¢ manganks peroxidase [[FSCATES e al, 139%
Messas enzimas falta 3 especificidade pelo wabs-

(oo ]

L] Femabigin di rrdirias da gt Bgeolition pop Nigged "lipettmied ipaleded db ladah angenades

Trato e, o@n isso, elas sdo empregedas na degras
daris de diversos xenobidticos, com aplicagao na
indastria gaimica, alimenticia, agricala, de papel,
1E:I.||__ além de setares da indastiia de casimétioas
[ROMNUGLREARNTS ex al., 200 GOMES, E &t
al. 2009; DE SOUZA; FERALTA. 205

A expressie da prodagio das enzimas Lg-
neliticas por funges yem sende desectada por
meie do dcide 54 fanbidrexibenzoie, oo
nhecide come dcide gilice, que, seb aghe das
fenaloxidases, forma guinooas indikativas da
oxidagde, resaltande em um hale de cor ambar
e terne da celisla, comumente chamade de
“Beagdo de Bavendamm® imt'-]'lf.]l['l;.‘m e1 al.,
EODS] Tara quantificagio das enzimas lignolitis
wae, verifica-ie a exidacio do diferentes subatea-
1ed, principalmente de vermelhas fenal para man-
ganés perawidase, dlcoal veratrilico para ligninag
peroxidase ¢ I leazine-big-ethylbenthiazolina
—ABTS para a lacase (ARORA; GILL, Z001;
BOMUGLISAAN TS o al., 2010,

O o de enimas € consederads na atzalis
dade, wm dos maiones stores da mdisma biscecs
négica. & mepleragae vem sende frita da forma
hruta, a partis e erigem animal ¢ vegetal, ou pela
apraveitementa di expresiso enzimatsa decoreens
e do crescEmenns mrsbiane sobre determinados
substrates (DOLEM, 200&). Diessa forma, os fans
gt aFn comsiderasdos maiores produtores das en-
wimnas lsgnoliticas, destscardome Phenerocharie
cirysnsporiam,  Peaucillimm spp., Paecdomyvoes
spp.,  Cwmninghamein  elegane Candida  spp,
Tarwdapaie ap., Bbodotarmle s, Aspergilng eofe-
wabingd CEMALRD ¢ Mucer caceimsdis TRMAIRAT
[BOONCHARN eral, 2000; BOSUGLEREARNTOS
et al., 2040,

Mesn Erabalko, teve-se come obictive sele-
ctenar funges hlamenveiss prodatares de pelife-
nolexidases, além & avaliar quammarivamente &
procogio de lacase, bgnina peroxnidase & mangas
nis peroxsdase, wilizande dlkeo dwese]l coma sabs-

Fracra, She Pacle, v B, . 1, p S350, 2010
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MACTEL, & de - 5, 614

nrarn, oom a finalidade de progor aplicegds funary
dessas enzimas na nemgde de petrederivados.

2 Materials @ métodos

2.1 Materiais

Muro-arganismos — foram whilizados para
realwapia desse trabathe, 54 fonges filansenooses
isolades d¢ amblenves poloides por perrosderiva-
dos pa Mordestr do Brasil o que s cncamtram pre-
srrvades o dleo mmeral na Celecio de Culturas
do Departaments de Asnbiorices, Univesssdade
Federal de Pernambuce.

Meig de culiura = para ensaio qualitative
para prabugde de pelifenexidare, feoi atilizale
o mele Agar Malee [igfl-) exvrare de make 15
g Agar 15 g dgaa destilada 10090 mL; pH 700)
¢ acrestide de dcide gilior 0,.5% em frasoo se-
parado de mede a evitar a hidralise de dgar
Para a quantifizagae das pelifensloxidases, fo
atilizede Ensialeente o meia Bavara Dextrose
Mgar [ig/L] 500 ml de infosde de batata; 10
g drv doxtroso; Agar 0 g dgua destilada 1010
ml; pH 700 em seguida, whilizou-se solugie
de Manechinl [(g/l) KH PO, 2 g (NH 50,
g MgsO TH,0 0,1 g; Na HPO, 21T 0 0.9 g,
Extrate de Levedura 1 g dgoa destilada 10
ml: pH &4].

Oilee diese] = as amostras de dleo dissel fo-
ram cedidas pela Transpetes 5. A,

2.2 Mélodos

felegdo de fungos com copocidode

de praduzr polifencloxidose

Fara verfwagio da produgdo da enzima po-
litenelaxsdaze fei wtilizado o meie e .|5.|::|r Felalie
acrescide Jdr dande gilon (5%, Apés oo 'Ijlll:_
et observeda a formaagie do kale de cor dm-
bar, caracteristion da “Reacdo de Bavendamn:®
IWALIEV ¢t al., 20909

Kiacra, Shs Pucle, v B, ni. b p 330504, 2000

Enmgio am meia figuido para

guanftiicagse de polifenaloxicass

Para quantibicacis da prodecio das enximas
de grupo pelifenaloxidise, oo funpas seleciana-
dos, previasnente, foram coltivedos em placas de
Pezri, contendo meie Batata Dextrose-Agar, por
sebe dias, a 23°Cal, secdde enkdo memevedos tris
digeas (06 mm didmetes) de cada funga,

(3 discos foram cransfersdos pars frisces
de Edenmeyer, contends 4% 5 mL de solupde de
Manachini pH-6,0 ¢. com subsirate icdutor, uti-
lizou-se fleo dicszl {1%] como suhstrate |[SONZA
et al., XML Ol frascos foram cultvades o 140
rpre, 30%C, per 71 horas. Apés esse perfods, o
material fed filtrado com papel de filcro Walman,
10 %, a parter da magsa micelial retada, com a qual,
pesteriariegnte, fol realimads a quantificagae de
biomngssa, dererminada por gravimsecria, lavagem
da biomassa com dgua destilada, para remogda
de residwos de pxirato emmimatico, segnida de pos-
werior secageim CROCC 2dbora), Uiilizandese a
liquide fhrada, foi amalisade o povencial hidras
pensbnice, obtide com am pHmetra, sendo deters
mimada a p-!'vdu;i-:l dag enximas lacase, manganis
peraxidase e ligrina

Delerminacdo da producte

de lacae

Fara a gmantificagiio da lacass, foi wtilizada
4 merodelogia descrita par Arera ¢ Gl [2001).
Uilizmen e 1, 2mazimn- bis-cithdbeetkianoling
ABTS (0.03% wivl, 0.1 ml de rampdo acetaio de
sdia e 0,1 ml do extrate enzimdtien. A oxidagia
de ARTS fai veriflicads (=T de Hp-bl.!:l!l‘l!ll:l!l-
metne |Speorenicipenssisf], pele monieramene
do aumento da absorbingia a 4200 nm.

Deferminogio do produgoo de

mongands peroxidase

Fara quamaificagio de mangards peroxidas
st foi verificada a exidagie do wermelho-fenel
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(0001% v, acrescida de S00pL do extrars enzi-
midtke, lactato Je =odso (0, 25M8), albamma bavi-
ma (0,.5% pivl), Mn3O), (ImM]) o H,'l':',_err. tampae
{galaia ctrata (2w, pH 4,51 A letura len feita
a B8 nen (BONUDGLESANTOS e al., 2010,

Determinesfe da produgie

de Ignino paroxidose

Para & enzima lignime peroxidase, ehierven
# & oxidacde de dlooed verarilico (10 mML em
H k(2 mM) 1 mL de rampin fosfate citram
f125 mMd, pH 0] ¢ S0l de exirato sneimatsee,
seivde a b:lilduli.i.ﬂ ehservids a 510 nen (AROEA;
GILL, 2004)

i Resullados e discussao

3.1 Sekcoo de fungos produfores
de pollencloxidases
Deiikie a8 34 [ur.[qu vestades, 12 EEAITPER
fogamn capares de expressar halos indicativos da
produgie & polifenelonidases. sendo seleciona-
das, portante para ensaies subsegaenies de gaan-
tificmdn das enzimas [ Tahels 1)

Tobse]- Wergargenicme: aradsiorse s
pefresaazicdnad & vue danl Feache

| EERUS PR P | SEES LS ) ul:ali-;:::':n-
=l Anpargii farma L
Bt PaspzibuT awanbogeeeam | da Bara,
= [T T B TR Suape 1)
F2 Agprguial gy
Fig AL NE D
FI’ e KT e L
i Pargcdiliam go Mangus
EFl PargoWhym gn A
Frd P Wl gn gl
Fit b L T
Fe¥ Faticiiam do
[ E Py (Wl o

[ | Feuihijin dr rpdirrap da geibimms ||=rr‘|l|. apep lagge Lldprridivind i ledns i lnian qrupa.rallll

3,2 Produgdo de biomassa pefos
fungos selecionados

A produgie de biemasa peles 11 funges
stlecanades ne ensale de prl:idu1.5¢- da enxiEsg
polifenolavidise revelouw maior formegde de bios
massa para a amestra F9 que prodoxio 10,21 gL
& 0L, seguide e F19 (735 g'L & Q4) (Figara
1. Besuladss mfemarcs faram  ebisdos por
uarannins et al. (2004], gue densansrraran umi
prodagie de biemassa de 1% gl em ensabes de
prosacan doe lacase par Famws figrisms, Tiéllee-
Téller [PI0E} abservoy §5 g/l de Biomaszea, wnli-
zanda |_||r.-u: came fante de casbana pdird & pro-
dugdo de lacase por Flesrodus osireans.

0 pfl dos mwios apresersoa um discreto aus
mimite variarsle e 60 a 6,5, & gur caracicriza
uits p-dll::lll.|:| I'II'.'IrI.IiI.'IIIEI':H'.ﬂ prowsme da fien-
malidade [Figura 1), Os fanges filamentosos sla
mais toderances as comdigoes Scedas, o5 valores
de pH pedem variar de 6,0 & 0,08 ¢ £0 & Q.05
atide @ mam laveraves a AL AD l.*p::lhd-:lr: de
hidrocirboneros. Nesse pH, obeerva-se am mabor
cresciments dos microrganismoes, aumente da ves
locidade do degradacie ¢, dv aconie com wines
wgteres, 3 acxkes do micio em procosse de degra-

mH
12 = B

10+ & A
E
B -
l.l-. )
Fi Fi 'l Fi i-'ll'l-lFlf.F"'li-':-.lFi:F"'-.-FH
Wiy arderan

-

I!-hu-mrl.l

_

S eerrasee ipl]
R LLLENTI STy v ]

ﬁl:mmw-upa

& pH quarshs G reds das e wlused
cama wma drlce lonts de cerpana, par 12 keras,
Wolos SXpmedds om b=l « 0o v o ni
Fagir o muiwren

Eracra, S4s Pacle, v 0, oo 1, p. 298504, 2019
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MACTEL. T de - 5, 51 &

dagde ¢ indicative da produgio de dcidos Evner-
medidrses, como ¢ dcido pxdlice (CERMIGLLA;
SUTHERLANIN 200H; ALEXANDER. 199%
LEAHY, COINELL, 1990),

A quantificegio das encimas estd apresentada
ma Figura 2. Observou-se qoe a prodegde de lacase
prios banges FI3-Pamicillion sp. (200N L & X8} e
Fd={ ervmleria lusars (E1LL4 17), destasanda-
@ ERlalisTicAments em compirafio 4 produgao da
miFma eozima peles demaks funges. Scgunde Kim
et al. (19%%), quar<do feram arilizados fenantmena o
antraseoo come substratos ocorren a preugio de
||EII ma |:|-|:|:|:|I||:|:|5t por PMogrereri-asie i:I"r_-u.-'_li_plu-
fies & F. csfreatug, respectivansence. Kesulrades
gimilares foram observados utilizande dleo die-
ezl. Fara Quarantine of al. (20040, a prodagde do
lwpase por Paand Irgprinidd ||||||1.l|;|:|r|. 7T wa-
rig &= 0034 Dl e 204 Dfml, corrobarands
resultados abtides neste trabalhe. TéllenTEllex et
al. (200E], e gnsases de preslugdo de lacase per
Pilenrarid uhlitu:,_-ﬂhl.nl: a2l de prelgina
A pelbor producks de lecase een stividede espe-
cifica foi produzida por FI0, 1959 [img de pro-
trina, sontude o= resultados aqui deserites foram
smperiores | Takela 23,

(0 desmaque i pradugio de rangants peroxi-
dase fied: €0LVL & £ produzsdos por F2 i=Peniaiilium
gp., tered de SELVL & & gerados por F4-Curvularia
bupata ¢ 51 LVL & 4 por Fll-Perciomyens sp

Resulrades semelhantes foram abridos por Games
et al. (2009, realizando descolaracie de corantes,
ablizands arros camo subsirata, abdiveram 06 LY
mil. de FaAngAnEs pebrea wase., Contuda, seiuRadas
superiores foramy observades por Anastasi er al
[200%) em mertes de degradagdo usande basidios
miseios om g henve predugao de MaoF em torne
de 124 WVL,

(O resultades oboides, estatisticaments ses
milhaptes para prodogde de lgming peroasdase,
toram @ seguintes: F11-Faseiconyess sp. (94 1V
#9), Fll-Pruicilliams sp. (100 LVL + 23], F24-
.|'|.|.pl'.r,gul'|'ru 5 (R0 U 14 & B2 5-Pendeilin g

B el | e e L

M B N PR rE s e e
[
L
o iy g o, e T
= 1 o ]

Figu'e & Atividade toba (/1) de lodoe.
monganar perasidoes s lignina peroxidacs
procurdas pelos Iungod Nkamentos o Vela
1Eram SXpraLLOE B MBS & derdcepasr e

Famle @i didnin

Talkdlo 2: Progwgde das sandmas lecoss. Pgnineg peroskdass o mangords paroxidoss polos renges
wnlpcienodas, lolodas ds embleciss imposiodos gar petadanivodaa

aiddade ienal (UL ATFE e S Fed [Ufrg geahena)
e i s ] Lisgeir-a3 ey 1 e
Hlenade: Laaaip plm.!l:n:m pmil::':m Laaeseieh r.n::.:d'ut- AR
Agpengitse faman! [F1 150 Wy T .z 154 o
Eura b ot (=) ] [ -3 i T3 Tt
Pdo by as s (F17] iF; ) i ] £ 19,8 it
Fanbg Eam ap. (F21) RO 050 M T, Wk AR
A e (F24) T [[F1] 15 il T 3
Pando W5 abe [FIf] 140 A & T ThE Gul
P f e s [RRES == BE 14 (1] T g
Famit o0 noboren,
Fxacra, S5s Tacls, v, §, n. 5, p. 295504, 1004 = " B omom mEmAE
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Feuabijin di epdirian da guiviims ligealition poyp Magged Plapertdmied i lednd o lndahi arganades

1144 TVL 21%). Gomes er al (20O9), eon processes
de descoloracas de corantes, obriveram 9 Uiml de
lignima peroxsdase, apds cince semanas de menba-
gan, Anastan et al (Z009), e seu catwds, obatr-
varaen umi prodogie de LiF per Bassdiomyoetes
em tormen de 1% LWL, Dessa dorma, o8 resubmidoes
ohtides neste trabalko para Femicilliwar sp. (F15),
Penizitliume an (F21) ¢ Asperpiles ap (F24] de-
P OREITATA ST Superiones ans da liresarura

s resultados oboidos sko compardvweis on su-
periores a0s encantrados por Markhede ¢ Vidhale
12008) que chacrvaram predugio 4 pelifenelo-
widases por Curvuldrad Doodid L6 selads de
efluente indastrial. Espéoes de Fasaiomyess vbm
sido relatadas na [erarura como degradadaoras de
enbsatratos lignalitico:, havenide prodsde & po-
lifenslaxsdase |KLUNCEEK-TURFEINEM £ al,
2005 De acorde com Khecnel-Tarpeiven er al
12007, a secregdo de enzimas degradadores de lig-
mina constibul uma siapa ceniral ne metabohsme
do carbang par Paecibomyers spp, reprisentande
um petencial importante para Sereogie dos nives
e enpressie dessas envimas.

4 Coneclustes

(s fungos i=olades dr drca contaminada por
priredesnadias com msier potencial hiokrenela-
pHe foram Aspergilas sp., Cwrvnleod birara,
Farcilonyees spo, ¢ Pendailium ., consideranda
a prodagan de enzimas do ssema blignolincoos.
Tsentr ag enizzmag esdacadas, destacam-me as astir-
pea Careadlarda fnsdte, Pﬂulll'mh:rr..ﬂ. cemmiderin-
do a masor atividade especiica para lacase, ligni-
ma peraxidase ¢ mangards peroxidase. sugemnde
granide potercial pary aplicagio em processos de
bierremediagia, Newse contexta, sagere-se amnda,
que o porencial biorecneldgion foi mediade pela
presenga de xecobidticos, indaznde 4 expressio
das emzimas 90 sistema lignelitice por tunigos fila-

[ETTH

mentasns adaprados a ambienre contaminads par
peiredervads,
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