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RESUMO

Os fungos basidiomicetos sao bastante conhecidosups formas macroscopicéss como

0s cogumelos e orelha-de-pau,desempenham um importante papel na ciclagem de
nutrientes nos ecossistemas. Atualmente estudatamel importancia dos basidiomicetos em
degradar contaminantes ambientais, através doeaismndconjunto de enzimas ligninoliticas
de baixa especificidade. O objetivo deste traba@hgelecionar basidiomicetos isolados da
regido Amazonica que apresentem potencial pareadagiio do Benzo(a)Pireno (BaP). Os
isolados foram pré-selecionados pela capacidadexetar acido galico a quinona, esse teste
indica a presenca de enzimas ligninoliticas impbetsa para degradagdo de xenobibticos.
Tambem foram avaliados seu potencial em descalararante Azul brilhante de Remazol R
(RBBR) derivado do Antraceno. Os fungos seleciosadoam utilizados em ensaios para
avaliar a atividade das enzimas lignoliticas Lacasgnina Peroxidases (LiP) e Manganés
Peroxidase (MnP) na presenca de corante RBBR e BaPfungos que apresentaram
atividade enzimatica na presenca dos xenobidticoant selecionados para ensaios de
biodegradagdo de Baid vitro, a analise qualitativa de metabdlitos de BaP tamid
realizada. Dos isolados fungicos, 42% apresentaeanitado para oxidacdo de acido galico
com destaque para dois isolados fungicos (UEAF26LIEAF06-2). O isolado UEAF26-2
apresentou producdo de MnB2,¢3 Ul L") e LiP 1,65 Ul L") com destaque para Lacase
(78,4 Ul L") em ensaio de atividade enzimatica com corante RBBR% de descoloracdo em
24 horas para concentracdo de 100 inde RBBR. O mesmo obteve producédo das enzimas
LiP (1,15 UI LY, com destaque para Lacgg8,52 Ul LY, utilizando BaP como indutor. O
isolado UEAF06-2 produziu Lacasz2(17 Ul L), MnP ©,91 UI L") e LiP 8,89 Ul L'Y) com
indutor RBBR e em 24 horas descoloriu 38% do cergara concentracdo 100 mgte
RBBR. Em ensaios ulitizando BaP como indutor deiddde enzimatica o isolado obteve
resultado para Lacase (4,46L™) e LiP (1,59U1 L™"). Em ensaio de degradacdo de BaP (1mg
L™Y) o isolado UEAF26-2 apresentou 9,9% em 7 diag%para 14 dias. O isolado UEAF06-
2 apresentou degradacéo de 13% em 7 dias e 42 8% ¢alias com BaP (Img'. Em
analise de metabdlitos do BaP, ndo foram detectaslanetabdlitos analisados (cumarina e
acido 1-hrodixi-2-naftéico). Os resultados destaeapotencial do isolado UEAF06-2 para
degradacédo do BaP e a utilizacdo desse fungo eamernsosterios de degradacédo de outros
HPAs.

Palavras-chave: Basidiomicetos da Amazobnia, Enzirfigsinoliticas, biodegradacéao,

Benzo(a)Pireno.



ABSTRACT

Basidiomycetes fungi are well known for their mamapic forms, such as mushrooms and
wood ear, and play an important role in the cyclaighutrients in ecosystems. Currently,
studies report the importance of basidiomyceteslégrading environmental contaminants
through the use set of low specificity ligninolygnizymes. The objective of this work is to
select basidiomycetes isolated from the Amazon oregthat present potential for
Benzo(a)Pyrene (BaP) degradation. The isolates wereselected for the ability in oxidize
gallic acid to quinone, this assay indicates thesence of ligninolytic enzymes important for
degradation of xenobiotics, in sequence, the isslatere evaluated for potential to discolor
the Remazol Brilliant Blue R (RBBR) dye derivedrfriAnthracene. The selected fungi were
used in assays to evaluate the activity of lignolghzymes (Lacase, Lignin Peroxidases and
Manganese Peroxidase) in the presence of RBBRmty@aP. Fungi that showed enzymatic
activity in the presence of xenobiotics were se@dor in vitro biodegradation assays of BaP,
BaP metabolism analysis was also performed. Ofiithgal isolates, 42% presented results
for gallic acid oxidation with highlight for two hgal isolates (UEAF26-2 and UEAF06-2).
The isolate UEAF26-2 showed production of MnP (3823 L™) and LiP (21.65 IU [}) with
highlight Lacase (78.4 IU 1) in enzymatic activity assay with RBBR obtained%94
discoloration in 24 hours for the concentratiorl®0 mgL* of RBBR. In enzymatic activity
assays using BaP as inducer the isolate preseifegraduction (1.15 IU 1), with emphasis
on Lacase (28, 52 IU1). The isolate UEAF06-2 showed production for Lacé22.17 U L

1, MnP (9.91 1U [ and LiP (8.89 IU [) and in 24 hours discolored 38% of the dye to 100
mgL? concentration of RBBR. In assays using BaP asndncier of enzyme activity, the
isolate obtained results for Lacase (4.46 1) and LiP (1.59 IU [}). In a BaP degradation
assay (1mg b), the isolate UEAF26-2 showed 9.9% in 7 days ad@6t7in 14 days. Isolate
UEAF06-2 presented degradation of 13% in 7 days4&n8% for 14 days with BaP (1mg L
Y. In analysis of BaP metabolites, the analyzedabmites (coumarin and 1-hydroxysilane-2-
naphthoic acid) were not detected. The resultsligigihithe potential of isolate UEAF06-2 for
degradation of BaP and the use of this funguster tasts of degradation of other HPAs.

Keywords: Basidiomycetes from Amazon, Ligninolytienzymes, biodegradation,
Benzo(a)Pyrene.
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INTRODUCAO

No mundo, a contaminacdo do meio ambiente por cetopotOxicos atraves de
atividades realizadas por seres humanos € hojecomsequéncia generalizada que remete
preocupag¢do com 0s ecossistemas. Os compostosrigemsomuito variada, agrotoxicos,
corantes quimicos contaminantes de afluentes, @setbe combustiveis fésseis, residuos
industriais, entre outros. A partir destes, a ammacdo do solo, ar, agua e até mesmo

alimentos é iminente.

Esses compostos sdo em sua maioria persistentesdiéial degradacdo por agentes
fisicos, quimicos ou por micro-organismos do medwidb sua hidrofobicidade. Também
chamados de xenobidticos, esses comprometem aémtsalde de seres humanos. Dentre
esses contaminantes, os Hidrocarbonetos Policsckecomaticos — HPAs se destacam por
serem poluentes bastante resistente e que apmasagnde periculosidade ao meio
ambiente. Os HPAs foram caracterizados pela Agé&tei®rotecdo Ambiental dos Estados
Unidos - EPA como, compostos que apresentam a&to @ salde humana por seu carater
carcinogénico, mutagénico e teratogénico. (TONY HBERATA et al. 2009; CAO et al.
2009; DELLAMATRICE et al. 2012; PINTO et al. 2012).

HPAs sdo oriundos de varias fontes de poluicdapiatrs, como queima incompleta de
combustiveis fésseis, emissfes automotivas e indisstqueima de plantacdes de cana-de-
acucar (biomassa), derramamento de petroleo eadlesy além de serem emitidos por fontes
naturais. (VO DINH et al., 1998; MASTRAL et al.,@2).

A Amazobnia € uma regido onde se prevalece os waespfluviais, a exploracdo da
regido, e o crescimento populacional, esses fats® intimamente ligados ao aumento da
demanda industrial o que acarreta em alto consugnoothbustiveis fosseis. Além desses
problemas, as queimadas na regido sao constantépamas de clima seco e afeta milhares
de quilbmetros quadrados da floresta, isso provénurd costume do povo que vive na
Amazonia, o uso do fogo para facilitar a formacégpéstos para criagdo de gados ou para
agricultura. O uso dessa pratica acarreta na Berde grande quantidade de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. Porém a maior fonte derigdo desses xenobidticos € pirogénica,
derivados de residuos industriais, motores a degpebcessos de combustdo em geral, além
de derivados de petréleo a partir do derramameimétoddo 6leo no ambiente, efluentes
industriais e domeésticos (NRC, 1985; LIMA, 2009).
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Conforme estudos realizados por Souza et al. erf, 2@@ides portuarias de Manaus,
como porto do CEASA, porto do PANAIR e Porto ManBaderna apresentam elevada taxa
de concentracdo de HPAs, grande parte dessa coafgini € oriunda da alta movimentacao
de embarcacfes de pequeno e grande porte, aléergides proximas como bacia do S&o
Raimundo que recebe rejeitos industriais e donussti@rreados por igarapé€s que cortam
parte da cidade de Manaus, a concentracdo de HR#&s hessas areas variou entre 6,5 e
5348 ng ¢, para HPAs determinados pela Agencia AmericanBrdeecdo Ambiental como
prioritarios que apresentam maior risco de contagdio a concentracdo variou entre 5,6 e
1187 ng §. Os HPAs sdo dispersos na coluna d’agua e rapiaens® incorporam aos
sedimentos no fundo do rio, onde sofrerem oxidagémica, biodegradacédo e se concentram
na biota local, trazendo preocupacdo pelo seu pialemutagénico e carcinogénico para

organismos aquaticos e para humanos (NEFF, 1979).

A Amazonia apresenta grande diversidade de orgasisrdentre estes, existem
organismo que apresentam condi¢des biol6gicas qegedar variados tipos de compostos
toxicos. Podemos citar os fungos e bactérias, guesantam complexos enzimaticos com
potencial para degradar muitos compostos toxicoBAdil corantes industriais azo ou
antraquinona, Agrotoxicos e outros. Esses orgarsshocais isolados ou em consorcios

podem da alternativas eficiente para controle mnih¢do de compostos téxicos.

O uso de micro-organismos isolados de regides conéalas ou do ambiente nao
antropizado € hoje uma das alternativas mais dastsa para eliminacdo completa ou parcial
do xenobioticos. Souza et al. (2016) avaliou o po& de 146 fungos filamentosos isolados
de sedimentos contaminados do Rio Negro, em estudsolado identificado como
Megasporoporiasp. S47 apresentou maior taxa de degradacdo deo@gRireno (54%),
considerando ser um basidiomiceto da podriddo brasse fungo apresenta maior atividade
de enzimas, como, Lacase e Manganés Peroxidasatumeliretamente na degradacdo de
compostos aromaticos. Lee et al. (2014) isologdsrda podriddo branca de uma regido de
floresta da Coreia do Sul. Os fungos basidiomicétmam capazes de degradar corante
industrial e mineralizar HPAs. Outros estudos tamléstacam os fungos basidiomicetos da
podriddo branca como promissores em degradacaoldenpes organicos, devido possuirem
melhor aparato enzimatico comparado com outrosogimgio ligninoliticos e bactérias. Isso
revela a importancia e o potencial desses micrarosgnos em processos de biorremediagéo.
Diante do exposto, o atual trabalho estuda o p@kde fungos basidiomicetos isolados de

uma area da floresta amazobnica em degradar BaRg¢atde grupo especificos de enzimas
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oxidativas que clivam os anéis aromaticos e em esuentes reacbes que chegam a
compostos menos toxicos ou a completa mineralizdgda@ontaminantes em® e CQ.

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s@ientes toxicos que representam
um grupo com mais de 100 compostos organicos famadr carbono e hidrogénio e as
vezes apresentam enxofre, nitrogénio ou oxigénicemestrutura. Sua estrutura quimica é
caracterizada pela presenca de dois ou mais arézemo condensados e sdo formados
durante o processo de combustédo incompleta daimat@anica, além de estarem presentes
na composicdo do petréleo e derivados. As caratitas fisico-quimica dependem
principalmente em sua maioria por sistemas de dupajugada variando de acordo com a
guantidade de anéi$odos o HPAs em temperatura ambiente sdo sélidgsesentam altas
temperaturas de fusdo e ebulicdo (COSTA, 2001; MAET et al., 2002; CARUSO e
ALABURDA, 2008). A Tabela 1 mostra as principaispredades para alguns HPAs.

De acordo com o peso molecular, os HPAs podemigielidbs dois grupos: HPAs de
baixo peso molecular e de alto peso molecular. ®AHde baixo peso molecular,
apresentam em sua estrutura quimica dois a trés ar@maticos e estdo associados com
toxicidade aguda, sua degradacdo no meio ambienteeocom maior facilidade diminuindo
sua vida no ambiente. Ja os HPAs de alto peso olateapresentam quatro ou até oito anéis
aromaticos em sua estrutura, alta toxicidade e afonente recalcitrantes e de dificil
degradacgdo, uma vez quarggulacdo da molécula aumenta a hidrofobicidadestabilidade
eletroquimica dos anéis (CELINO e QUEIROZ, 2006j\HIRA, 2006).

A massa molar dos HPAs determina ainda uma relagigarticio octanol/agua
(Oc/W), sendo a medida da lipofilicidade do compostesta definido como a razdo da
concentracdo do composto diluido em um sistemauds thses (octanol e agual) (PERIN,
2010). A pressao de vapor diminui com o aumentmdssa molar do HPA, portanto os que
apresentam dois ou trés anéis concentram-se ng@gdassa do ar, 0S cCOmpostos com quatro

anéis estao distribuidos entre fases do ar e osoC® ou mMais anéis estdo associados



29

principalmente a matéria organica suspensa na fmapscomo indicado na Tabela 1
(COSTA, 2001, BOUROTTE et al., 2009).

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas de alguns Hidroaeetms Policiclicos Aromaticos.
Fonte: WHO/IPCS (1994).

Massa Pto. Pto P. Coef. Sol. Const.
Compostos Mol. Fuséo Ebul. Vapor Oc/W H20 Henry
Naftaleno 128,1 81 217,9 10,4 3,4 3,1¥10 4,8x10°
Acenafitileno 152,2 92-93 - 8,9x1b 4,0 - 1,1x10
Acenafteno 154,2 95 279 29x1b 3,9 3,9x16 1,4x10°
Fluoreno 166,2  115-116 295 8xfto 4.1 1,9x16 1,0x107
Antraceno 178,2 216,4 342 8x10 4,5 73,0 7,3x18
Fenantreno 178,2 100,5 340 1,6xf0 4,6 1,2x16 3,9x10°
Fluoranteno 202,2 108,8 375 1,2xf0 5,2 260,0 6,5x16
Pireno 202,2 150,4 393 6x10 5,1 135,0 1,1x16
Benzo(a)antraceno 228,2 160,7 400 2,8xT0 56 14,0 -
Criseno 228,2 253,8 448 8,4xT0 5,9 2,0 -
Benzo(a)fluoranteno 252,3 168,3 481 6,7xT0 6,1 1,2* 5,1x1G
Benzo(j)fluoranteno 252,3 165,4 480 2x10 6,1 2,5* -
Benzo(k)fluoranteno 252,3 215,7 480 1,3x10 6,8 0,7 4,4x19
Benzo(a)pireno 252,3 178,1 496  7,3x10 6,5 3,8 3,4x16*
Benzo(e)pireno 252,3 178,7 493 7,4x10-7 6,4 5,0 -
Perileno 252,3 2775 503 - 5,3 0,4 -
Benzo(g,h,i)perileno 276,3 278,3 545 1.4xfo 7,1 0,2 2,7x105 *
Indeno(1,2,3-c,d)pireno  276,3 163,6 536 1,3xfor 6,5 62 2,9x10 *
Dibenzo(a,h)antraceno ~ 278,3 266,6 524 13xf0 6,5 0,5# 7,0x1®
Coroneno 300,3 439,0 525 2x16 - 5,4 0,1

* valor a temperatura de 200C; # valor a tempesatir 270C; M. Mol.: Massa molecular (Dalton); Htas.:

Ponto de fusdo; Pto Ebul: Ponto de ebulicao; Po¥dpressdo de vapor a 250C; Coef. Oc./W: Coeticide

particdo octanol/agua (log kow); Sol. H20: Soluwatie em agua a 25 °C (ug/L); Const. Henry: Corstdat
Henry a 25 °C (kPa).

No ano de 1997 foi elaborada uma lista de substGnobm potencial tdéxico para
organismos aquaticos e seres humanos, chamadaRIELAR Priorit List (Comprehensive
Environmental Response, Compensation and LiabNd) divulgada pela Agency for Toxic
Substances and Disease Registry — ATSDR e Envinotain@rotection Ageny of United
State — USEPA. A partir desta lista, a USEPA pzmui16 HPAs com grande potencial téxico
e desde 2005 os HPAs ocupam o 7° ranking na kstaidridade. A USEPA em estudos com
cobaia utilizando o benzo(a)pireno, mostraram emqmél carcinogénicos e mutagénico deste
composto, indicado pela USEPA como um dos mais fitaptes HPA juntamente com o
benzo(a)fluorantraceno devido os seus efeitos idesalém de ser indicador da presenca de
outros HPAs, e apresentar ampla disseminagédo atab&esta presente em solo, agua, ar e
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alimentos. (LIMA, 2009). A Tabela 2 apresenta nootegnra e efeito de toxicidade de 16
HPAs considerados prioritarios pela USEPA.

Tabela 2.Nomenclatura, estrutura e toxicidade dos 16 HPAsiderados prioritarios pela
USEPA. Fonte: WHO/IPCS (1994).

Nomenclatura

Nomenclatura

(IUPAC) Estrutura Efeito (IUPAC) Estrutura Efeito
Naftaleno toxico Acenaftileno /Ej mutagénico
Ty
Acenafteno &z mutagénico Fluoreno @D@j mutagénico
Antraceno L::T::IE mutagénico Fenantreno ’Ej toxico e
[::f\f mutagénico
4 carcinogénico e C ﬁ carcinogénico e
g i N
Fluoranteno Q’S}J mutagénico Pireno Cfl’% mutagénico
Criseno /\EJ;TQ carcinogénicoe Benzo (a) Oﬁj carcinogeénico e
~ mutagénico antraceno mutagénico
Benzo (b) carcinogénicoe Benzo (k) carcinogénico e

fluoranteno

Benzo (a) pireno

Benzo (g.h,i)
perileno

mutagénico

carcinogénico e
mutagénico

carcinogénico

fluoranteno

Dibenzo (a,h)
antraceno

Indeno (1,2,3-cd)
pireno

Q:Q(\lj
g,
L&~

mutagénico

carcinogénico e
mutagénico

carcinogénico

1.2 Origem e Fonte de Hidrocarbonetos Policiclicosmdticos
A emissao dos HPAs no meio ambiente ocorre poifdréss potenciais:

1) Biogénica, é uma fonte limitada e diminuta quaodmparada com outras fontes, os
HPAs sao sintetizados por plantas, algas, bactéuasingos a partir de alguns percussores
naturais, segundo alguns autores (KNORR; SCHENEK8), %0 entanto outros autores dizem
apenas que bactérias concentram os HPAs, mas -Bmitam sua biossintese (HASE;
HITAS,1976), além de serem produzidos por quein@ordénea de florestas e erupcgdes
vulcanicas. Varios HPAs sao de origem biogéniga,damo o reteno que € derivado do acido
abiético em resinas e ceras de plantas, o pimantpeaduto da reducdo do acido primarico
de espécies deinuse o perileno derivado de muitos precursores cosnguinonas (LIMA,
2009).
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2) Petrogénica, formacao por processos diagémeoseja, mudanga quimica, fisica ou
biolégica de um composto em sua degradacgédo irsolabaixa temperatura relativa e presséo
em relacdo a escala de tempo geoldgico, que irdiaenna composicdo de moléculas
derivadas em geral de matéria vegetal fossil avés de precursores biogénicos. A emisséo
ocorre através de derramamento acidental de petsdldescarte de efluentes industriais e
domésticos (NEFF, 1979; COLOMBO et al., 1989; MEYERSHIWATARI, 1993). Os
HPASs petrogénicos apresentam geralmente um ougngi® alquilado (metil, etil ou alquil-
substituintes pesados) ligado a estrutura arom&iga HPAs com menor peso molecular,
formados por um a trés anéis aromaticos que apegsdoxicidade aguda aos organismos e
estdo associados com a presenca de petroleo eadtesi A Figura 1 apresenta os principais

HPAs petrogénicos com baixo peso molecular analsadr Lima (2009).
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Figura 1: Principais HPAs com baixo peso molecular presemgsetréleo e derivados estudados por
Lima em 2009. Fonte: Lima (2009).

3) Pirolitica, caracterizada por ser a maior fodéeemissdo de HPAs, caracterizada por

atividades antropicas. Os HPAs séo formados petdastdo incompleta da matéria organica
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em condicdes de altas temperaturas, baixa pressaote tempo de formacao (MEIRE,
AZEREDO e TORRES, 2007). Alguns processos que eooa formacao de HPAs, queima
de combustiveis fosseis por motores veicularedegak industriais, queima da biomassa etc.
As moléculas sdo formadas por rompimento da mabéganica em moléculas menores que
se rearranjam em HPAs n&o alquilados, sendo maisdabte a formacéo de fluoranteno,
pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzofluorantebenzo(a)pireno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno e benzo(g,h,i)pireleno, (NEFF, 1979;IBOUBASSI e SALIOT, 1993). Os
HPAs piroliticos apresentam alto peso moleculanatarizados por quatro ou mais anéis
aromaticos nado alquilados. Figura 2.

Indena(1.2,3-c. dipireno BenZolkfiuoranteno

Figura 2: Alguns HPAs piroliticos de alto peso molecular datlos por Lima em 2009. Fonte: Lima
(2009).

1.3 Comportamento dos HPAs no Meio Ambiente

No meio ambiente os HPAs estdo associados a gagtieunatéria organica depositadas
sobre o sedimento. Esses compostos aromaticoeataaspotencial recalcitrante e de dificil
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degradacéo, diretamente influencia no aumento adidponibilidade desses HPAs no meio
(LIU et al., 2001; GROSSER et al., 2000; HEEMKERQQ; MACENO, 2010).

Os efeitos biolégicos dos HPAs presentes em setli®iesfio agentes potenciais de
mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogecipid@dr apresentarem carater lipossoluvel,
sdo absorvidos por células do pulmao, intestinpeda de animais, apos absorcao tornam-se
metabolicamente ativos e reativos a grupos nutiladi de macromoléculas da célula,
formando adutos de DNA (MEIRE, AZEREDO e TORRES)20

Os HPAs sao gquimicamente estaveis, porém no anebesses estdo vulneraveis foto-
degradacédo, volatizacdo, oxidacdo quimica e deggiadpor micro-organismos, processos
estes considerados como o0s principais na remoc¢&seslecompostos de sedimentos
contaminados. O tempo de vida dos HPAs em susp@msaovaria de horas a dias, em solo
supde-se que a meia vida seja de varios mesest@smanos. Os HPAs com maior numero de
anéis aromaticos sdo menos suscetiveis a degradi®édo isso, sdo bioacumulativos. A
biodegradagcdo em geral ocorre geralmente por l@stéqgue podem mineralizar os
compostos diretamente ou por fungos em condi¢cOexiaas e cometabolicamente, além
disso, a taxa de degradacdo esta relacionada cantidpde de anéis aromaticos.
(OLIVEIRA, 2006; OSTBERG et. al., 2007).

1.4 Corantes Téxteis

Os corantes sintéticos sao versateis com aplicaefrediversas areas industriais,
téxteis, graficas, fotografica, petroquimica comditieos de derivados de petroleo,
alimenticia, cosmética entre outros setores. Oantes téxteis sdo contaminantes de extrema
preocupac¢ao por serem toxicos e baixa degradatdidalta solubilidade em agua (KUNZ et
al., 2002; KAUSHIK, 2009).

Rejeitos de industrias téxteis sdo consideradanais poluidores em relacao a outros
setores que utilizam corante, devido a alta demamdiastrial e composi¢cdo de efluentes
toxicos, mutagénicos, carcinogénico, além do impacdsual. Estima-se que a producédo
mundial de corante seja aproximadamente 800.006ladas por ano e 10% a 15% séao
lancados ao meio ambiente por efluentes (VANDERWRAE 1998; PODGORNIK, 2001,
ACEMIOGLU, 2004; GANODERMAIERI, 2005; LOPEZ et akP06; REVANKAR, 2007,
LYRA et al., 2009)
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O uso dos corantes em processos téxteis é um gcandamidor de agua, o que gera
excessivos efluentes complexos, oriundos de tingiose que se dividi em trés etapas:
migracédo, absorcao e difusdo/fixacdo do corantexilade é inerente nesses processos com
agentes quimicos que expde 0s organismos a efeitdgos. Os rejeitos das industrias téxteis
sao toxicos a vida aquatica, diminuem a taxa dgémkd, a transparéncia e a solubilidade da
agua. (BALAN, 2002; CPRH, 2001).

Ha alguns tratamentos que procuram diminuir a toeéddos efluentes ou até a
completa mineralizacdo dos compostos toxicos pdartrentos quimicos, fisicos e bioldgicos.
O tratamento biolégico apresenta desenvolvimenttedeologias eficientes e de baixo custo
para tratamento de efluentes, que inclui a reposigdagentes biolégicos que atuaram como
biorremediadores de poluentes ambientais comontasdéxteis. O uso de basidiomicetos,
fungos da podriddo branca produtores de enzimasdliticas, tem sido amplo devido o
potencial de suas enzimas quando comparado comwsdutngos, caso do Tinctoporellus sp.
gue apos trés dias descoloriu 100% o corante RBERXOTO et al., 2008; BONUGLI et
al., 2014).

Os corantes podem ser classificados de acordo uamagicabilidade e por seu grupo
croméforo responsavel pela sua coloracdo, sdo p@i®INS 0S azoicos, antraquinonas,
inddlicos e os derivados do triariimetano Tabel@&antes ainda podem ser classificados de
acordo com o grupo eletrolitico responséavel petafswacédo, apdés reacdo com grupos SH,
OH e NH presentes nas fibras téxteis (HUNGER, 2007).



Tabela 3: Organizacdo de grupos de corantes quanto seu grapwforo.

35

Familia Grupo cromoéforo

Exemplo

NaGOC

=N
h \NSO3Na

. Ar-N=N-Ar Ny A/
Azbicos /@ N L,
Az0 Na,$
Tartazina (cor: amarelo)
o Antr o M
U0 e QT o [
Antraquinonas nona /@’\S%H N,,/rl\N
o | ! o NH’J%NJLGI
Azul reativo (RB4)
C
;P H iy, _Jq'ff ”,.__ o BT
PN N- | I _ “
Inddlicos L/I j P e
N & Br Ho 4
H 8

Pdarpura Tiro

Derivados do Triarilmetano

Cétio trifenilmetilo

cl |
/N N\
‘ O

malaquita

de




36

1.5 Uso de Fungos em Processo de Biodegradacao

A biodegradacdo é um processo natural de degradicém composto organico por
micro-organismos, através de reacbes enzimaticasoxidacdo, reducdo, hidrolise,
desalogenacédo, desalquilacdo e lise de anéis acomaté mineralizacdo do composto em
CO, e O sem alguma toxicidade, transformagcdo em compo&oos toxicos ou mais
toxicos. E uma técnica de sobrevivéncia do micgaoismo, uma vez que, apresenta fonte de
carbono e energia para o crescimento do organidDuA (et al., 2002; ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006; ANDRADE et al., 2010).

A flexibilidade em adaptacdo deve-se ao mecanisimoaatidade de enzimas intra e
extracelulares ndo especificas que apresentamidagacde degradar inUmeros compostos
toxicos, sendo uma alternativa viavel nos procedsdsiorremediacéo (SILVA e ESPOSITO,
2004; HARAZONO et al., 2004; RIGAS e DRISTSA, 2005)

Estudos demonstram a versatilidade dos fungos egradi@ xenobibticos incluindo
corantes téxteis estando associado a producdo w@mggrde enzimas que apresentam
capacidade em degradar o polimero natural, ligrfdmamtaminantes como HPAs, conrantes
industriais, agrotoxicos e outros, apresentam tes&uguimica com similaridade a estrutura
da lignina, isso facilita a atuacdo das enzima®xidacdo e quebras de anéis aromaticos
(Figura 4). A lignina € um composto natura que sgméa ampla diversidade em suas
estruturas quimicas (Figura 5). As fenoloxidasesiné grupo de enzimas comumente
encontradas em fungos da podriddo branca. Enziowa® dignina peroxidases, manganés
peroxidase e lacase podem atuar sob o contamieapéeifico e facilitar o tratamento final
dos efluentes (DURAN, 2004).

A rota de degradacdo de compostos recalcitrantesijpoo-organismo ndo é exclusiva
de fungos (Figura 3), porem esses em seus resslltagcesentam maior capacidade
enzimatica. Os fungos sdo excelentes degradadaremtureza, apresentam conjuntos de
enzimas com habilidade de degradar diversos comwgpost ambiente, além de apresentarem
maior tolerancia a ambientes estressantes destai®@m niveis de pH baixo, pouca fonte
de nutrientes e agua (ATAGANA, 2006; MOLLEA, 2005).

Estudos mostram que basidiomicetos ligninoliticpeesentam grande potencial para
parcial ou completa eliminacdo de diversos xenamsi hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, corantes téxtis azo e antraquinonagt@gcos entre outros, podendo ser
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utilizados isoladamente ou em um consorcio de sdtingos com alta produgcédo de enzimas
(Lacase, MnP e LiP). Fungos dos géndPbanerochaete, Phlebia, Peniophora, Pleurotus,
Marasmiellus, Phellinus e Polyporuém demonstrado potencial para remediacdo desses
contaminantes (HARITASH, 2009; HARMS, 20011; BONUGR0011; ARUN e EYINI,
20011; LEE et al., 2014) (Tabela 3).
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Figura 3: Proposta de mecanismo da degradacdo de HPAs par-onganismos. Fonte: Cerniglia,
(1992).
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Figura 5: Estrutura da lignina. Fonte: Neto (2010).

Tabela 4.Alguns estudos com fungos que apresentam potesraialplicacdo de processos de
biorremediacéo.

Fungos Contaminantes Fonte

Peniophoraincarnata; Phlebia brevispora HPA (fenantreno, antracenolee et al., 2014

fluoranteno, pireno)

Tinctoporellus sp.; Marasmiellus sp.; Corante Azul brilhante de remazol R Bonugli, 2011
Peniophora sp. RBBR
Phellinus sp.; Polyporus sulphureus HPA (naftaleno, acenafteno, fluoreno, Arun e Eyini, 2011

antraceno, pireno); Lignina
Gonoderma lucidum HPA (fenantreno e pireno) Ting et al., 2010
Stropharia rugosoannulata; Stropharia HPA benzo(a)anthracene, Steffen et al., 2007

coronilla benzo(a)pyrene, dibenzo(a,h)anthracene

Atualmente a partir da selecado de organismos gresaptam enzimas ligninoliticas, o
isolamento e manipulacdo das enzimas € um mecarpspnessor que permite a aplicacédo
dessas em ambientes contaminados. Como as enzi@masnstaveis com o tempo,
pesquisadores utilizam métodos de isolamento dasmas em diversos matérias que

estabilizam e aumentam sua atividade. Técnicaaitiovault, nanoparticulas semelhante a
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barris encontradas em células de mamifero, palanismto de MnP mostrou maior eficiéncia
em degradar bisfenol ACom o uso desta técnica, 90% de bisfenol foi degladenquanto
que enzima semwaultdegradou apenas 40% (C&EM, 2016) (Figura 6).

Figura 6: Enzima MnP isolada em nanoparticula de vault. &d@&EN (2016).

1.6 Fungos

Fungos sdo organismos eucarioticos, microscopioos fases macroscopicas, podem
ser unicelulares (leveduriformes) ou multicelular@samentosos). A parede celular é
constituida principalmente por quitingd-eglucanos o que atribui bastante resisténcia, @&do h
presenca de plastidios ou centriolos, as mitocaadrresentes sdo compostas por cristas
planas, estd presente a estrutura de Golgi e psmwrDs. A reserva energética € por
moléculas de glicogénio e lipideos. Os fungos séterbtroficos, produzem enzimas que
degradam os substratos e absorvem moléculas nmmaesi também denominados de
osmotroficos. Podem ser parasitas (obrigatorios faeultativos) ou saprébios. Estédo
constituidos por hifas que juntas formam o micééxido ndo verdadeiro, no entanto ha
fungos unicelulares, as leveduras. As hifas genmatiensdo multinucleadas apresentando
septos simples ou ainda do tipo doliporo, porém ¢ontédo cenocitica. Apresentam fase
haploide, diploide (fase curta) ou dicariéticas comicleos homocaridticos ou
heterocaridticos. A reproducdo ocorre de forma agauou assexuada com producdo de
esporos resistente e com facil disseminacao, genmacéissao binaria, no caso das leveduras
(BONONI e GRANDI, 1998; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os fungos sé@o de extrema importancia para 0 melmeate, pois estdo diretamente

relacionados com ciclo de carbono, na salde el® essociados a varias doencas e
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apresentamalto valor econdmico por seus metabdlitos secuaslatomo a penicilina.
Apresentam-se em varios grupos popularmente catdgegor mofos, leveduras, cogumelos,
bolores, orelha-de-pau, dentre outros. Assim coatmse seres vivos, compreendem grupos
que apresentam caracteristicas semelhantes em wan Reino, no entanto ja foram
classificados junto as plantas, mas com estudofoligicos, citoldgicos e bioquimicos na
década de 60 isso foi alterado para constituicdardereino especificoo Reino Fungi
(BONONI e GRANDI, 1998).

A utilizacdo dos fungos em processos biotecnol&i&aatada desde os antigos, com
aplicacao na producéo de alimentos e bebidas fead@sn Com o avanco do conhecimento
cientifico foi possivel a descoberta do potenciab dungos em produzir metabdlitos
secundarios que trouxeram grandes beneficios achw®mano, como a descoberta da
Penicilina produzida pelo fund®enicillium chrysogenunelatada por Fleming em 1929 com
potencial bactericida. Hoje ha uma vasta aplicalgiofungos e suas enzimas em varias areas
da industria que se beneficiam com o uso dessa®+miganismos (MORAES et al., 2010;
AZEVEDO, 1997).

1.7 Filo Basidiomycota

Sao fungos comumente conhecidos como orelha-deepgumelo ou chapéu de sapo.
Sao fungos que formam uma estrutura repodrutivigeljo basidioma, denominando o grupo
que apresentam essas caracteristicas como, baseliosn A classe Agaricomycetes
apresenta quase 98% dos fungos do Filo Basidiomyecmsse grupo de fungos estdo os
basidiomicetos mais conhecidos como cogumeloslkaste-pau. As estruturas reprodutivas
desses fungos constituem uma fase temporaria, eféonendo, e caracteriza a fase sexuada
dos fungos (HIBBETT et al., 2007). A estrutura daenada de corpo de frutificacao,
basidiocarpo ou carpéforo, atualmente € conhe@dsdasidioma. Apds a fase reprodutiva,
dispersdo dos basidiésporos, o basidioma acabaresgodio ou consumido por insetos
enquanto que o micro-organismo em si € formado petglio vegetativo que coloniza o
substrato, no caso dos cogumelos, nas estrutyrexdtgivas dos Aphillophorales em muitos
dos casos acaba mantendo por mais tempo devidessudura ser lenhosa ou coriacea,
muitos ndo sdo efémeros permanecendo por varies eoatinuando crescendo a cada ano e
apenas a superficie himenial é renovada e cob@ndstrutura formada na estacédo anterior
(GUGLIOTTA e CAPELARI, 1998).
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Os fungos séo organismos de grande importancia, g@esentam valores medicinas,
comestiveis, micorrizicos, alucinégenos, saprafjtiparasitico, entre outros. Apresentam
grande interesse para industria alimenticia, faémi@dca, biotecnologia e de maior
importancia para o meio ambiente, sdo organismesgtticipam ativamente na ecologia de
ecossistemas, atuando principalmente na ciclagemutteentes (ALEXOPOULOS et al.,
1996; PULIDO, 1983).

Basidiomicetos sdo em sua maioria degradadoresadeira ou matéria, apresentam um
complexo enzimatico especifico ou inespecifico, walgpossibilita a degradacdo dos
substratos por enzimas extracelulares. Além dersbestante citados na literatura por seus
aparatos enzimaticos e seus metabolitos secundéwiosinteresse em diversas areas da
industria, os fungos vém sendo bastante estudadbgetcdo a sua eficiéncia como
biorremediadores de varios contaminantes persesteocbmo hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, corantes azo e antraquinona, herhgid outros compostos principalmente por
enzimas do complexo fenoloxidag8OUZA, 1980; LEE et al., 2014, HARMS et al., 211

As fenoloxidases sdo um grupo de enzimas envolvidagrocesso de degradacao da
lignina. Dentre estas, destacam-se as lacases (HIC3R), lignina-peroxidases (LIP, EC
1.11.1.14) e peroxidases dependentes de mangan&, (E 1.11.1.13), este grupo de
metaloproteinas esta comumente presente em fungopodriddo branca (Tabela 4),
caracterizados por degradar o polimero lignina ressmtar um aspecto embranquecido na
madeira colonizada (FERRAZ, 2004). O complexo eafito desses fungos esta
intimamente ligado a degradacéo de diversos paaaetalcitrantes devido as enzimas nao
apresentarem especificidade a substratos (MANCILBI@Q6). Assim, estudos que visam
conhecer o potencial de producéo destas enzimasupgos basidiomicetos tornam-se

necessarios para selecionar cepas que possanilizadas em programas de biorremediacao.
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Tabela 5.0rganismos degradadores da lignina. Fonte: Tuoetelh (2000).

Organismos Filo Degradacéao da Lignina Ambiente Algaos géneros

Fungos Basidiomycota Mineralizag&o da lignina, Madeira dura Phanerochaeta,

podriddo Ascomycota  deslignificacdo seletiva ou Phlebia, Trametes

branca néo seletiva

Fungos Basidiomycota Modificacdo da lignina Principalmentadeira  Poria, Polyporus

podridéo mole

parda

Fungos Ascomycota Limitada degradacdo da Ambientes aquaticos, Chaetomium,

podridao fungos lignina madeira com humidade Paecilomyces,

mole anamorfos elevada, serrapilheira Fusarium

Bacterias Actinomycetes Limitada degradacdo da Madeira em estagio Straptomyces,
Mixobactéria lignina avancado de Nocardia,

decomposicao Pseudomonas

A biodegradacdo é um processo natural de degradcdm contaminante por micro-
organismos, técnica de sobrevivéncia, uma vezapresenta fonte de carbono e energia para

o crescimento do organismo (DUA et al., 2002).

Os fungos apresentam alta capacidade adaptatieardmentes contaminados, mudando
seu metabolismo a diversos tipos de fonte de carbbapidamente. A flexibilidade em
adaptacdo deve-se ao mecanismo e quantidade dmasnmtra e extracelulares né&o
especificas que apresentam capacidade de degmaagi@eros xenobidticos, sendo uma
alternativa viavel nos processos de biorremediag@®ILVA e ESPOSITO, 2004;
HARAZONO et al, 2004; RIGAS e DRISTSA, 2005). Estudos demonstaaversatilidade
dos fungos em degradar xenobiodticos incluindo destéxteis estando associado a producao
de grupos de enzimas que apresentam capacidadegeaddr o polimero natural, lignina. As
fenoloxidases € um grupo de enzimas comumente gadas em fungos da podridao branca.
Enzimas como lignina peroxidases, manganés persxidalacase que podem atuar sob o

contaminante especifico e facilitar o tratamentalfdos efluentes (DURAN, 2004).

1.8 Enzimas Ligninoliticas

Os fungos secretam ampla variedade de enzimagrdgéisi no ambiente que auxiliam
em seu processo de nutricdo, muitas enzimas sa@tifisps a cada substrato, outras nao

apresentam especificidade alguma. As enzimas s@azes de converter polimeros
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complexos em moléculas menores, e assim, assifgilaeeorganismo (WESSELS, 1994;
BENNETT, 1998).

Os basidiomicetos ligninoliticos apresentam um derm enzimatico que os tornam
muito eficiente como decompositores de madeirageoficamente do polimero natural,
lignina. Também chamados de fungos da podriddochragsses participam ativamente na
ciclagem de nutrientes e equilibrio energéticoemssistemas juntamente com outros micro-
organismos (TUOMELA et al.,, 2000). As fenoloxidasesmpdem grupo de enzimas
comumente presente nos fungos basidiomicetos bjticos, as enzimas catalisam reacdes
de degradacdo da lignina, polimero natural bastprésente em plantas superiores. A
especificidade dessas enzimas € baixa, devidonalgraariedade estrutural da lignina (KIRK
e FARREL, 1987).

A lignina apresenta um dos compostos mais abunslarstebiosfera, tendo funcéo de
atribuir suporte estrutural a segunda parede desaséde plantas vasculares, conferindo
rigidez e resisténcia as células, além de ter eahidirofébico que auxilia na eficiéncia dos
tecidos de transporte de Agua e resisténcia aemstabpimicrorganismos (ONNERUD et al.
2002). Estudos realizados cdthanerochaete chrysosporidiRK et al., 1978) mostraram
que degradacdo da lignina € um processo oxidatmoplexo ndo especifico muito
dependente de condi¢cdes do meio de cultivo e disdegores que afetam a sua degradacao

pelo fungo.

Os fungos produzem um sistema ligninolitico indozpela limitacdo de carbono,
sulfato e nitrogénio, 0 complexo enzimatico € aéata oxidativo e reage diretamente com o
polimero. As enzimas que compdem esse complexoasabignina Peroxidases (LiPs),
Manganés Peroxidases (MnPs), Lacase e outras enzjoeauxiliam no metabolismo da
lignina como as glioxal oxidase (GOx) geradora de peroxido de hidrogénio
(RAJARATHANAM et al., 1992).

As enzimas ligninoliticas séo secretadas pelas kiéa fungos e juntamente com outras
enzimas e mediadores atuam no processo de degradac&ubstratos lignoceluldsicos
(Figura 7). Agentes quelantes e mediadores oxidatigam como agentes primarios na
quebra da lignina produzindo radicais. A Lacasa@x}iidroquinonas e semiquinonas em
quinonas que produz oxigénio para as GOx ou akeltrilico oxidase (AVO) produzindo
H.O,, substrato para a atividade de LiP e MnP (LEONOXW€al., 1999).
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Figura 7: Degradacdo de substratos lignocelulésicos pomewido complexo ligninolitico. Fonte:
NETO (2006) adaptado de Leonowicz et al. (1999).

1.8.1Lacase (Ec. 1.10.3.2)

E uma cuproteina que compde um pequeno grupo amses azuis (THURSTON,
1994), que participam de ampla e diversificada gapelia de oxidases multicobre ou
fenoloxidases, grupo de enzimas que complexam i@ @b sua estrutura globular (Figura 8).
Lacases sdo secretadas por plantas superioresestéte relacionadas com o processo de
lignificac&o, e por fungos, principalmente do Fdasidiomycota, com funcdo de degradacéo
da lignina. Lacases fungicas em grande maioriasaptam trés ou quatro atomos de cobre
como no caso ddrametes versicolorFungos ligninoliticos expressam varios genes de
lacase, produzindo isoenzimas com alta similaridesieutural, mas com caracteristicas
fisico-quimicas diferentes (BROWN et al. 2002).

O cobre encontra-se no estado oxidado Cu2+ em anmativa, a enzima catalisa
oxidagOes retirando eletron de substratos fendlidgdzando o oxigénio molecular como
aceptor de eletron e formando radicais fenoxiloAYHER, 2002; CLAUS, 2004; LUNDELL,
2010; DURAN, 1997).

Além da degradacdo da lignina, as lacases tambétitipam na pigmentacdo de
fungos, patogenicidade em plantas e degradacdo a@svcompostos aroméaticos
(CLUTTERBUCK, 1990; IYER e CHATTOO, 2003; XIAO et.a2003). Essas enzimas nao
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apresentam especificidade por substratos e podenutdizadas em varios processos
industriais, remogéo de corantes téxteis de efisememediacéo de areas contaminadas com
postos aromaticos etc (NYANHONG et al., 2002; SHINO4).

Figura 8: Estrutura tridimensional da Lacase do fu@gprinus cinereud-ilamentos em azul sao
extremidades N-terminal e em vermelho, C-termi@alatomos de cobre estédo representados por
esferas nos sitios T1 (azul) e T3 (amardtonte:Ducros et al. (2001).

O cobre presente no sitio T1 (cobre tipo 1) é oenio aceptor de elétrons e onde
ocorre a oxidacao do substrato, apresentam umeacétmazul tipica de enzimas multicobres.
No sitio T3 estdo presentes cobre do tipo 2 e 3fgueam centro trinuclear que reduz ¢ O
em HO (BROWN et al., 2002; CLAUS, 2004).

1.8.2 Manganés Peroxidase (MnP, Ec 1.11.1.13)

Manganés peroxidase ou peroxidase dependente dgané&mn (MnP) é uma lignina
peroxidase modifica e codificada pela maioria dasgbs basidiomicetos causadores da
podridado branca e tem como fungédo a degradacagrdad que ndo apresenta especificidade
(SCHELLER e ULVSKOV, 2010), Meruliaceae, Coriolaeea Polyporaceae sao algumas
familias de fungos decompositores de madeira pooesitdessa enzima, além de outros
fungos que decompdem serapilheira como os da &&ttophariaceae e Tricholomataceae
(HOFRICHTER, 2002).

A MnP é uma glicoproteina com um grupo heme (F¢opaofirinico IX) e apresenta
peso molecular de 40 a 50 kDa. A MnP oxida mangéhéévin2+) presente em madeira e

solo para sua forma mais reativa Mn3+ e estabiizaal agente quelantes produzido pelo
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fungo, como o &cido oxalic HANG et al., 2006). Para essa atividade o grupstpico é
dependente de &, para suaatividade e onde inicia o ciclo catalitico formancbmplexo
ferro-peroxido e logo em seguida pela quebra dagdig O-O a formacéao dmmplexo Fed+-
oxo-porfiria (MnP-1) e subsequentemente é reduzidoigoideMn2+ aMnP Il ndo radicalar.
A oxidacdo da lignina e outros xenobioticos estsoeiada a disponibilidade de ions de
manganés, e apresenta um ciclo catalitico similaftaaliP,porem o Mn2+atua como doador
de elétrons para formacdo de um composto secun@én® Il) (BROWN et al. 1991;
HOFRICHTER, 2002). Figura 9.

[R-O0H]
H,0,

H,0 R-OH]

Figura 9: Ciclo catalitico da peroxidase dependente de nmé@sgdonteHofrichter (2002).

1.8.3 Lignina Peroxidase (LiP EC 1.11.1.14)

Lignina Peroxidases (LiP) sdo enzimas que estds srarolvidas na degradacdo da
lignina por fungos. LiP é uma glicoproteina quetéongrupo heme (Fe protoporfirinico 1X)
e € dependente dedd para sua atividade, semelhante a MnP. A LiP édipor HO, o que
permite a oxidacdo de compostos aromaticos, fesgdbo ndo, que constituem a molécula de
lignina gerando radicais catidnicos que reagem naniedfilos (inicialmente D) e com
oxigénio molecular formando uma cascata enzimaticando na quebra de ligacdes C-C e C-
O. A LiP, portanto atua na despolimerizacdo daignabrindo os anéis aromaticos (KIRK et
al., 1978).
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Lignina Peroxidases apresentam inespecificidadgonmalativa a substratos, assim
como, outras peroxidases que oxidam substratodidespas LiPs tém como preferéncia
compostos aromaticos nao-fendlicos (MARTINEZ, 20@Jiclo catalitico da LiP de fungos
da podriddo branca é diretamente dependente dol &licatriiico, metabdlito desses fungos
que desempenha papel principal para evitar a s da enzima por acdo deCy em
excesso (TIEN E KIRK, 1984). Figura 10.

P
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Figura 10: Ciclo catalitico da Lignina peroxidase. Fonte: N&006).

A producdo e estudos fisico-quimicos das enzimgsink peroxidase, manganés
peroxidases e lacase de fungos ligninoliticos teibuado papel importante em processos de
biodegradacéo de poluente organicos (WESENBERG 2063).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial biotecnologico de fungos bawmidicetos da regido Amazbnica em

degradar benzo(a)pireno.
2.2 Especificos
 Isolar fungos basidiomicetos da regido amazonica,

= Aplicar técnicas qualitativa e quantitativa pares&o de basidiomicetos com potencial na

degradacéo do benzo(a)pireno;

* Avaliar a atividade de enzimas ligninoliticas (Lsealignina Peroxidase e Manganés

peroxidaes) em basidiomicetos selecionados uttdi@adrenzo(a)pireno como indutor;

* Avaliar o potencial de basidiomicetos selecionadws degradacaoin vitro do

benzo(a)pireno e producdo de metabalitos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e Isolamento de Macrofungos

A coleta do material biolégico foi realizada emauarea florestal localizada em uma
regido de terra firme, area de proprieda particelarada no km 23 da estrada AM-352
municipio de Manacapuru-AM, sob as coordenadasrgéogs 3°07'38.1"S 60°44'32.2"W
(Figura 11). Para coleta e isolamento de fungosufilizada a metodologia de Teixeira
(1995). Os basidiomas foram coletados juntamente oosubstrato, com auxilio de um
canivete e foram condicionados em sacos de pafezlliegados e levados para o laboratorio
de Ciéncias Biolégicas da Universidade do EstadoAdwmzonas — UEA/Escola Normal

Superior Nucleo de Manacapuru onde foi realizadgmlamento dos espécimes de fungos.
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Figura 11.Imagem de satélite da &rea de coleta dos fungeslizacdo geografic&°07'38.1"S
60°44'32.2"W, fonte: IBGE/googleearth.

Para o isolamento de culturas microscopicas, famtimados fragmentos dos corpos
frutiferos com tamanho 1 cm. A assepsia dos fratpedni realizada através de consecutivas
lavagens em solucéo de etanol 70% (30 segundosinaia)) hipoclorito de sédio 2% (um
minuto) e agua destilada esterilizada (2 minutés).seguida, os fragmentos foram colocados
sobre papel filtro para retirada do excesso de .agpéas assepsia, os fragmentos foram
inoculados em placas de Petri contendo antibidtiotenicol (100mgL!) e meio de cultura
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Batata Dextrose ABBYA), Malte Extrato Agar (MEA) e
mantidas em estufa BOD a temperatura de 28°C auiaatl2 dias, com observacdes diarias

e repicagens sucessivas para purificagdo do mic&pds purificadas, as culturas foram
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conservadas em frascos contendo agua destiladail e$@ASTELLANI, 1939),
criopreservacéo e depositadas na colegcédo de migamismos do Mestrado em Biotecnologia

e Recursos Naturais da Amazoénia — UniversidadestidB do Amazonas-UEA/ESA.

3.2 Reacéo de Oxidac&o do Acido Galico

Para selecédo de fungos produtores de fenoloxidemsasilizada a metodologia de Lee
et al, (2014). A reacdo é caracterizada pela formagdond halo de coloracdo marrom em
volta do micélio. No ensaio foram avaliados 19 famgOs fungos isolados foram repicados
em meio SDA e incubados durante sete dias em BOD temperatura de 28 °C. Apds o
periodo de incubacao foram inoculados trés diseosuttura dos fungos, com tamanho de 9
mm, retirados da parte periférica da colonia eiadézlos em placa de Petri contendo meio de
cultura Extrato de malte Agar 2% acrescido de a8idgb-trihidroxibenzéico (acido galico)
0,5%. O meio foi preparado utilizando concentrad@d®0 g [* de extrato de malte, 15 g'L

Agar e 5 g [* de 4cido gélico em &gua destilada. O teste flizezl em triplicata.

As placas inoculadas foram incubadas por um peridelocinco dias a 28 °C.
ObservacOes diarias foram realizadas para avalfarnsacdo do halo de cor marrom que
indica a oxidagdo do substrato a forma de quinpeasenzimas do grupo fenoloxidase. Os
fungos com resultados positivos em reacdo de p&mdde fenoloxidases em meio solido
foram classificados pela intensidade da colorac@aorom (escuro, claro, avermelhado e
amarelado) caracteristica da reacao de acordo @ar(2014). O tamanho do halo também
foi registrado apés 5 dias de crescimento, foizaiilo um paquimetro digital para aferir o raio
do halo.

3.3 Identificacdo Taxondémica dos Isolados de Basidietois

A taxonomia classica de espécimes de basidiomicaititados foi feita através de
morfologia das estruturas macroscopicas e micrasa®mlos corpos frutiferos. Foram feitos
cortes a mao livre em cada basidioma. Logo apésfragpnentos foram corados com
hidroxido de potassio a 3% e floxina 1%. Tambémutdizado o reagente de Melzer para
analise de estruturas microscopicas (SINGER,1986XEIRA, 1995; GUGLIOTTA, 1998;
RYVARDEN, 2004).
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3.4 Capacidade dos Fungos em Descolorir o Corante RBBR

Os fungos que apresentaram a capacidade de ox&tadm galico foramutilizados em

ensaios para avaliar a capacidade de descoliramieoRBBR.

<|) NH, O
[ ‘ |S.—0Na
|
2OV
0 g Il
1 \/\(_)— g —ONa
O Il
0]

Figura 12. Estrutura quimica do Azul Brilhante de Remazoair@ssa molar: 626.54 gmol/L.

O corante Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) ou |AReativo 19 é derivado do
antraceno, um HPA e apresenta carater toxico écieaate. E um corante reativo, anionico e
antraquinona, segundo grupo de corante mais wldipela industria em tingimento de fibras
de algodéao e couro, atribuindo tonalidade azuhante com resisténcia a luz e meios acidos e
basicos (figura 12). E um corante altamente solénelgua e considerado um xenobiotico de
grande importancia (HUNGER, 2007). O corante faodsdo como método de selecdo dos
fungos, pois apresenta arranjos aromaticos, comssH§ue podem sofrer degradacao pela

atividade das enzimas ligninoliticas e pode seliaa pela sua descoloracéo.

Os isoladogreé-selecionados foram inoculados por um periodsede dias em meio
SDA para crescimento micelial. O meio liquido atillo para esse teste foi o Extrato de
Malte em uma concentracdo de 2% (20')glApds o crescimento micelial em placa de Petri,
foram retirados 3 discos de 9 mm de diametro dgemada colbnia cultivadas em meio SDA
e inoculados em frascos erlemeyers de 250 mL cdotBA mL de meio ME2%. Os frascos

foram incubados a temperatura de 28 °C sob agitsed60 rpm por 72 horas.

Foram adicionados 5 mL de corante apds 72 hordasaddacdo do fungo em meio
liquido ME2%. Foi avaliado o potencial dos isola@os descolorir o corante Azul brilhante
de Remazol R (RBBR) em diferentes concentracdesm@L?*, 500 mg [* e 1000 mg L.

Logo apds, os frascos foram incubados a temperdeira8 °C e sob agitacdo de 160 rpm
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durante 7 dias. Aliquotas de 1 mL foram retiradaodicamente ao processo da reacéo de
descoloragcéo do RBBR e foram centrifugadas a 14&00 Eppendorf miniSpin-plus) por 10
minutos, o sobrenadante foi analisado em um espetdmetro. Paralelo ao ensaio foram
realizados experimentos ndo inoculados (corantesrt2%) e inoculados sem RBBR
(Fungo+meio) que foram utilziada®mo controle. O controle fungo+meio foi utilizapara
desconsiderar a absorbancia acerretada da forrdagdigmentos pelos fungos. Foi realizado
um controle para verificar se 0 micélio estava agswlo o corante e interferindo na leitura
no espectrofotdmetro, para isso, os fungos cresquo 72 horas em meio ME2% foram
submetidos a autoclavem para morte do micélio. Laygis, foi adicionado o corante RBBR
nas mesmas concentragfes das amostras e incuteglosesmas condi¢cdes. Também foi
feita uma curva padrdo para quantificar a conceétralo corante apos periodo de reacéao.

Todos os testes foram realizados em duplicatas.

As aliquotas foram analisadas em espectrofotémdWeVIiS (ExpectraMax Plus -
Molecular Devices), medindo a absorbancia &m 580 nm. O ensaio de controle n&o
inoculado (corante+meio) foi utilizado como padrée absorbancia para medida da
porcentagem de descoloracdo do corante RBBR, o kiR foi utilizado como branco. A
porcentagem de descoloragéo foi obitida atravésétttulo da absorbancia do controle e a
absorbancia da amostra (BONUGLI-SANTOS et al., 2QERyura 13).

A.l:'ﬂ:'c:'a{ B Aﬂf:'ﬂaf + 100
A.l:'m'c:'n.{

Descoloracido (%) =

Figura. 13. Equacédo de determinacdo da porcentagem de desgaorOnde Anicial € @ absorbéncia
inicial do controle (meio + corante) g f € a absorbancia final da amostra.

3.5 Producéo de Enzimas Ligninoliticas na Presen¢2BRER

Foram selecionados apenas trés fungos para est@,enem base na auséncia de
pigmentacdo e quanto a atividade das enzimas fedakes em oxidar o acido galico. A

metodologia de pré-indculo para esse experimemdn ésscrito no item 2.4 deste trabalho.

Aliquotas de 2 mL foram retiradas periodicamente mmocesso da reacdo de
descoloracdo do RBBR. As aliquotas foram extragsasnicrotudo e foram centrifugados a
14.500 rpm (Eppendorf miniSpin-plus) por 10 minut@ssobrenadante foi utilizado como

fonte de enzimas para avaliacdo da atividade dasas Lacase, MnP e LiP.
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Foi avaliada a atividade das enzimas para cadantacdo do RBBR (100, 500 e 1000
mg L"). O meio de cultura sem adicdo de corante faizatlo como controle. A atividade das
enzimas Lacase, Lignina Peroxidase (LiP) e Mang&®esxidase (MnP) foi avaliada em
duplicata utilizando um espectrofotobmetro (Expeda® Plus - Molecular Devices). Foi
utlizado o célculo da diferenca de absorbancidbg =Abs initial - Abs final) para
quantificacdo das enzimas. Cada unidade de enfltad-oi definida como a quantidade de

enzimas necessaria para oxidar ol de produto formado por minuto (Umol/min).

Para determinar a atividade de Lacase foi utilizaolo substrato 2,2-azino-
bisetilbenzotiazolina (ABTS). A oxidacao do subtstrépi monitorada através do aumento da
absorbancia utilizando um comprimento de onda @erdi2 como descrito por Busweit al
(1995). A mistura da reacédo consistiu de g0@e tampéao acetato de sodio (0.1 M; pH 5.0),
600uL de solucdo enzimatica e 100 de solucédo de ABTS (0.03%, p/v). A atividade de L
foi determinada pela oxidacéo do &lcool veratrjletoavés do monitoramento do aumento da
absorbancia utilizando comprimento de onda 310 onfocme descrito por Arora e Gill
(2001). A mistura reacional foi composta de @Q0de solucédo enzimatica, 2@ de alcool
veratrilico (2 mM) em tampéo tartarato de sédia (0, pH 4.5) e 20QuL de perodxido de
hidrogénio (2 mM). A reacdo foi iniciada com pedixide hidrogénio. A reacdo foi
interrompida com 40 pL de NaOH (2 N). A atividadeMnP foi determinada pela oxidagao
do vermelho fenol em aumento de absorbancia a 61(KUWAHARA et al. 1984 apud
BONUGLI-SANTOS et al. 2011). A reacéo foi compod&aa500 pL do estoque enzimatico,
100 pL de vermelho fenol (0,01%,), 100 uL lactagosddio (0,25 M), 200 pL de albumina
bovina (0,5%), 50 uL de MnSO4 (2 mM) e 50 pL dedRielo de hidrogénio diluido em
tampao succinato de sédio (20 mM, pH 4,5). Pasrotper a reagdo, foi utilizado 40 pL de

NaOH (2 N). Todas as misturas foram incubadas erhd#laria a 37°C durante 10 minutos.

3.6 Producéo de Enzimas Ligninoliticas na Presendzaéke

As cepas isoladas que apresentaram capacidade ®lar ax acido galico foram
utilizadas nos ensaidsa vitro para estudo da producdo de enzimas ligninolitetasmeio
liguido contendo BaP (Sigma-Aldrich, 99%) (St. LU0, USA), como indutor, conforme
metodologia descrita por Souggal (2016).

Os fungos isolados foram cultivados em placas de Pentendo meio de cultura

dextrose Agar sabouraud e incubados durante 7ad8°C. Apds o periodo de incubacéo,
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trés discos (9 mm) da cultura fangica foram retigada borda das coldnias e transferidos para
frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL deocddtrato de Malte 2% em
quadruplicata. Os frascos foram incubados por #asha 30°C, sob agitacdo de 150 rpm.
Apoés, uma duplicata foi suplementada com 2 mg d@ Hesolvido em 0,5 mL de
dimetilformamida. Também foi realizado o controte duplicata com e sem BaP. Os frascos
foram incubados durante 7 e 14 dias nas mesmadcdesddescritas acima. ApOs esse
periodo, o meio liquido foi filtrado a vacuo patdatencdo do extrato bruto. O extrato foi
centrifugado a 5.500 rpm por 45 minutos em tempesatle -4 °C (Thermo scientific
centrifuge Heraeus Megafuge 16). O sobrenadantetii@ado como fonte de enzimas. A
atividade das enzimas: Lacase, MnP e Lip foi redbzde acordo com o item 2.5 deste

trabalho.

3.7 Ensaios de Biodegradacao de Benzo(a)Pireno

Os ensaios de biodegradacdo foram baseados naatogiadoroposta por Passargti
al. (2011). Os fungos que apresentaram atividadendenas ligninoliticas na presenca do
corante RBBR e BaP, foram selecionados para testbiatlegradagéo. Os fungos foram
inoculados em placas de Petri contendo meio SDAcabados em BOD por 7 dias e
temperatura de 28°C para crescimento micelial, apés periodo, discos foram retirados da
borda da coldnia e inoculados em frascos Erlenmeégel25 mL contendo 30 mL de meio
ME2%. Os frascos foram incubados em incubadoragibacao a temperatura de 28 °C e 160

rpm durante 72 horas.

Apo6s 72 horas de incubacao, os frascos Erlennmag/el25 mL contendo 30 mL de
ME2% foram suplementados com 1 mg de BaP (Ensa&@ Iing de BaP (Ensaio Il), diluidos
em dimetilformamida e incubados por 7 e 14 dias.egerimentos foram realizados em

triplicata e o grupo controle foi composto de ME&dplementado com BaP.

3.8 Extragéo e Preparo de Amostras

A extracdo de BaP e seus metabdlitos foi realizesdado o sistema Ultra-Turrax (lka
Labortechnik, Germany) e acetato de etila. Par@andrale de recuperacdo do processo de
extracdo empregado nas amostras foi adicionado soh&gdo desurrogate. A solucéo
surrogatefoi constituida de perileno deuterado (&) com grau de pureza98% (Sigma-

Aldrich, 98%) (St. Louis, MO, USA). Para cada amastomsurrogateforam adicionados 40
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mL de acetato de etila, e a biomassa submetidanadenizacdo a 14.500 rpm por 2 minutos.
O material foi transferido para um funil de sepdmade 250 mL com o acompanhamento por
cromatografia em camada delgada (CCD). A fase agédni coletada e a fase aquosa foi
submetida a nova extracdo por mais duas vezes dm@oade 40 mL de acetato de etila. A
fase organica coletada foi seca com sulfato deosadidro e filtrada. As amostras foram
concentradas pelo evaporador rotativo a vacuo enpematura de 45 °C, até reducdo do
volume da amostra para aproximadamente 5 mL. As@asoconcentradas foram novamente
diluidas em acetato de etila para um volume de R®racondicionadas em ampolas ambar

celadas.

Para 1 mL de amostra foi adicionado 20 pg do paiitdéono antraceno (99%, Sigma-
Aldrich). O volume de 1L das amostras foi injetado em um Cromatografosaag@plado
em Espectrometro de massas - CG-EMsudrogate perileno deuterado, foi inserido nas
amostras antes de iniciar o processo de extracdmoQlestes padrdes € indispensavel para
conhecimento de possiveis perdas durante o prodessatracdo. A area do analito (BaP)
obtida foi corrigida utilizando a taxa de recup@meusando a formula: [ACii / ACi] x 100,
em que ACi corresponde a area cromatografica dodpadnterno e ACii a area
cromatografica desurrogate A porcentagem de degradacdo de BaP foi dadaandd a
férmula: [(ci - cr)/ ci] x 100, em que ci foi a coentracdo de BaP no ensaio controle e cr a
concentracio restante de BaP dos bioensaios (MARAMIREZ et al., 2010). O analito
foi quantificado por uma curva analitica, usanderdntes concentracdes de BaP: 0.5, 10, 20,
30, 40, 50, 70 e 9g mL™.

3.9 Condi¢bes do CG-EM

As analises foram realizadas em um cromatégrafasa(§HIMADZU, 2010) (Tokio,
Japan) com espectrometro de massas (Shimadzu @PP209) acoplado e equipado com
coluna capilar de silica fundida, Restek RTX-5M8 (3 x 0.25 mm x 0.2fim) (Bellefonte,
Pensilvania, USA). A temperatura da coluna no G@ifoegramada para iniciar em 40 °C que
permaneceu por 2 minutos, seguido de uma taxa weciagento de 20 °C por minuto até
alcancar 100 °C que permaneceu por 2 minutos. Apicslibmetida a um aquecimento de 10
°C por minutos até alcancar 200 °C e permaneceod@ minutos, em seguida houve um
aquecimento de 30°C por minutos até alcancar 3@QREC manteve por 7.5 minutos. A

temperatura do injetor foi de 280 °C e o modo ¢e&o foi Split, utilizando o gas hélio como
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carreador em uma velocidade de 1,50 mL mi@s fragmentos de massa foram registrados
pelo monitoramento seletivo de ions (SIM). Os iosados foram: benzo(a)piremn/g 252,
250), padrao interno - antracenu/¢ 178, 179) e sorrogate — perileno Deuteraude (264

260) de acordo com o cromatograma apresentadayoeaFi4.
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Figura 14. Cromatograma dos compostos utilizados nos ensaibfodegradacédo. a: Padrao i:rul?erno I
(Antraceno m/z 178/179); b: analito (benzo(a)pirema 252/250); c: Padréo internsurogatg Il
(Perileno deuterado m/z 264/260).

3.10 Condi¢des do HPLC para Analise de Metabdlitos

Foi realizado analise qualitativa de identificacs metabolitos da degradacdo de BaP
através de Cromatografia Liquida de Alta perforreand¢iPLC (SHIMADZU, 2013) (Tokio,
Japan). Foi utilizado uma coluna de fase revers@ Adcentis® (25cm x 4,6mnl_5um,
Sulpeco). Foram avaliados a presenca de dois nigtsbda rota de degradacédo de BaP
descrito por Hadibarata e Kristanti (2012): acidbidroxi-2-naftdico e cumarina>(98%
Sigma Aldrich). A identificacdo foi realizada pelamparacdo cromatografica entre o tempo
de retencdo dos padrdes e das amostas. O pregaamadatras seguiu as mesmas condi¢oes
descrito no item 2.8 deste trabalho. Foi injeta@ull da amostra previamente filtrada
(Chromafil® HPLC pore size: 0,45um), a fase méwel domposta de aceto nitrila (grau
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HPLC) e BO (ultra pura deionizada). A fase mével foi progaala para isocrética utilizando
60% aceto nitrila e 40%48 por 10 minutos. O fluxo utilizado foi de 1 mLrtin

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta e Isolamento dos Fungos

Foram coletadas um total de 27 estruturas repraiutide fungos do Filo
Basidiomycota no periodo de abril a marco de 2@@Bam identificados por taxonomia
classica os género3rametes(UEAF13-1), Polyporus(UEAF18-1), Marasmius(UEAF06-

2), Marasmiellus(UEAF26-2) Stereum(UEAF04-1),Ganoderma UEAFO03-3)e Fomitopsis
(UEAF16-1). Das 27 estruturas foram retirados fragims do micélio e inoculados em SDA,
DBA e MEA2%, obteve-se 49 isolados fungicos. Osados purificados foram depositados
na colecdo de trabalho de micro-organismos do kldstem Biotecnologia e Recursos
Naturais da Amazonia — Universidade do Estado dazemas- MBT/UEA. O meio SDA foi

avaliado como ideal para crescimento dos fungos.

4.2 Reacéo com Acido Galico

Em reacdo de oxidacdo do acido galico, foram ad@did 9 isolados que apresentraram
bom desenvolvimento micelial entre 7 a 12 diasudévo. Todos os avaliados apresentaram
capacidade de oxidar o acido galico conforme aldalle No entanto, 10 isolados
apresentaram resultados positivos quanto a formdgéabalo de cor marrom e 9 isolados
(Tabela 6) apresentaram formagédo de halo com @aloramarrom escuro, indicando maior
atividade de enzimas fenoloxidases, o tamanho Wotéae pouca relacdo com a capacidade
do fungo produzir as enzimas, embora a maioriafdngos que apresentaram coloracao
marrom escura, foram os fungos que tiveram maémeiro do halo da reacdo. O método de
triagem a partir da oxidacao do acido galico € estetqualitativo que apresenta praticidade e
tem sido largamente utilizado pela comunidade ifieat DAVIDISON, 1938; MANCILHA,
2006; BONUGLI-SANTOS, 2012; ZANIN, et al., 2014; EEet al., 2014; SOUZA, et al.,
2016). Nesta reacdo, o acido gélico é oxidado aomais por acdo de enzimas do complexo
fenoloxidases (Lacase, MnP e LiP), originando urto mmarrom no entorno do micélio

(PARRAT et al., 2000). A formacé&o da coloracédo marindica uma possivel capacidade do
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fungo em degradar compostos aromaticos, estanduoamiente ligado a possivel rota de
degradacdo dos HPAs (BAVENDAMM, 1938; CONCEICAGakt 2005; LEE et al2014).

Tabela 6.1solados que apresentaram resultado para prodecé@oziimas ligninoliticas em
reacado com acido galico.

N° Fungo Coloracéo Raio do halo (cm) 5 dias Ativiade
1 UEA FO1-1 Marrom escuro 2,3 ++++
2 UEA_F02-2 Marrom amarelado - +

3 UEA F04-1 Marrom escuro 2,5 ++++
4 UEA_F05 Marrom claro 1,8 ++

5 UEA_F06-2 Marrom escuro 2,0 ++++
6 UEA_FO07-3 Marrom escuro 1,8 ++++
7 UEA_F08-1 Marrom escuro 1,3 ++++
8 UEA_F08-2 Marrom escuro - ++++
9 UEA_F09 Marrom claro 1,4 ++
10 UEA_F13-1 Marrom escuro 2,1 ++++
11 UEA_F14-1 Marrom claro 1,1 ++
12 UEA_F16-1 Marrom amarelado 1,2 +
13 UEA_F18-1 Marrom amarelado 1,3 +
14 UEA_F19-1 Marrom amarelado 1,2 +
15 UEA_F20-1 Marrom amarelado 1,6 +
16 UEA_F23-1 Marrom escuro 2,3 ++++
17 UEA_F23-2 Marrom claro - +
18 UEA_F26-1 Marrom avermelhado - +++
19 UEA_F26-2 Marrom escuro 1,8 ++++

Legenda: marrom escuro ++++; marrom avermelhado; +fmarrom claro ++; marrom amarelado +; sem
atividade ou coloracéo do halo -.

4.3 Ensaio de Descoloracédo do RBBR

Nesse ensaio foram avaliados os isolados que apaesen formacao do halo marrom
escuro em reacdo com acido galico foram eles: URAFQMEAF04-1, UEAF06-2, UEAFO7-
3, UEAF13-1, UEAF26-2). Os isolados UEAF08-1; UEAE8 UEAF23-1 ndo foram
selecionados por apresentarem pigmentacdo escurae@mSDA, pois isso pode interferir
nas analises de espectrofotometria. No teste dmideacdo do RBBR os isolados: UEAF01-
1, UEAF13-1 e UEAFQ7-3 apresentaram forte formatg@pigmentacao escura, dificultando
as analises espectrofotométricas da descoloracé@ordnte. A figura 15 mostra que o isolado
UEAF26-2 apresentou a maior taxa de descoloragiuedide outros isoladoEm 24 horas
foram obtidas as seguintes taxas de descoloracaccodante RBBR em diferentes
concentracfes para os isolados UEAF26-2; UEAF04-UBEAF06-2 respectivamente:
100mgL* (94%; 74% e 37%), 500m{L(94%; 68% e 33%) e 1000mMgi92%:; 62% e 19%).
O isolado UEAF26-2 em 30 horas de reacdo obteveol@@ descoloracdo para a
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concentracdo de 100mgLN&o ocorreu adsorcdo do corante pelas hifas dissteslos, ndo

havendo alteracdo da concentracdo do corante rmemiosncontroles. Na tabela 7 esta

concentracdo do corante RBBR apds periodo de rekc@d0 dias.
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Figura 15. Grafico da porcentagem de descoloracéo do cordBBRRem periodo de 120 horas, para
as concentracdes: 100myl500mgL* e 1000mgL*

Tabela 7. Concentracdo em pg nmdo

corante RBBR ap0s a reacéo de descoloragao por

fungos do Filo Basidiomycota em periodo de 120%ora

L 100 mgl* 500 mglL* 1000 mgL*
Fungo Identificacéo
Hg mL*
UEAFO04-1 Stereunsp. 0,007 0,154 0,301
UEAF06-2 Marasmius sp 0,018 0,278 0,466
UEAF26-2 Marasmiellussp. 0,000 0,001 0,014
CONTROLE 0,185 0,358 0,665
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A utilizacdo de corantes téxteis, como o RBBR, wnvado do HPA antraceno, vem
sendo muito estudado na literatura como uma téatecselecado de fungos que apresentam
potencial na degradacédo de compostos toxicos (HARNME, 2011, BONUGLI-SANTOS et
al., 2012; LEE et al 2014). A literatura relata que os basidiomicetw®hecidos como
fungos da podriddo branca, vém demonstrando cagubei@ficiente na descoloracdo de
corantes sintéticos. Em testes realizados Btearotussp., Dellamatrice (2005) obteve bons
resultados utilizando essa cepa para descolorag@ordnte indigo (97%) e RBBR (92%),
enquanto que Pereigt al (2010) em seus ensaios de descoloracdo de RBBRndo o
fungo Lentinula edoddesbtiveram um percentual de 70% em 15 dias de cedd@nugli-
Santoset al (2012) também utilizaram fungos da podriddo baarsolados de esponja
marinha Marasmiellus sp., Tinctoporellusp. e Peniophorasp) para avaliar a degradacao de
RBBR. O fungo Tinctoporellussp. descoloriu até 95% do RBBR em trés dias para as
concentracdes 500 mgLe 1000 mg [, o Peniophorasp. também obteve resultados
similares. J& o isolad®arasmiellus sp. apresentou 75% de descoloracdo em 3 dias e
completa descoloracdo em 7 dias. No presente eslieidiescoloracdo do RBBR realizado
com fungos amazonicos, o isolado UEAF26Makasmiellussp.) apresentou desempenho
superior aos isolados citados por Dellametrice ed052e Bonugli-Santos em 2012,
destacando o potencial enzimatico deste fungogeseoloracdo do RBBR. Os outros fungos
avaliados também mostraram resultados promissoues ppdem ser otimizados para

maximizar a descoloracdo do corante.

4.4 Avaliacado da Atividade Enzimatica com o corante RBB

Os resultados do ensaio anterior permitiram o avaleste estudo para avaliacdo da
producdo de enzimas ligninoliticas pelos fungopnesenca do corante RBBR (UEAF04-1,
UEAF06-2; e UEAF26-2). Nesse ensaio, 0s isoladosgifinps selecionados foram
inicialmente avaliados sem adicdo do corante RBBRresentando maior atividade
enzimatica para a Lacase (4,91 a 19,56 Y| kendo também observada a atividade de MnP
(0,73 a 4,53 Ul 1) e LiP (0,54 a 2,54 UI't) no tempo méximo da reacdo de 120h. Por outro
lado, os ensaios com a presenca do RBBR, a avaldggatividade enzimatica dos isolados
fungicos apresentaram aumento consideravel na géiodde lacase (16,25 a 78,4 U)L
MnP (2,63 a 12,73 UIt) e LiP (1,25 a 21,65 UIL) nas trés concentracbes de RBBR
100mgL, 500mgL* e 1000mgL*, conforme pode ser observado nas Tabelas 8; 9 e 10
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Tabela 8.Avaliacéo da atividade enzimatica para o isolanhgico UEAF26-2 sem adicao de
RBBR e com adi¢ao de corante em 120 h de reagéo.

Ensaio sem RBBR (Ul L)

Lacase LiP MnP
19,56 + 0,17 1,35+ 0,27 2,24 £0,24
Ensaio com RBBR (Ul LY
[1RBBR Lacase LiP MnP
100 mgl*: 78,4 + 0,03 21,65+1,12 12,73 + 0,92
500 mgL* 50,93 + 0,39 13,35 + 0,03 9,66 + 0,49
1000 mgL* 45,81 + 0,36 12,94 + 0,61 9,71 +1,04

Legenda: Ul [funidade de enzima por litro.

Tabela 9.Avaliacdo da atividade enzimatica para o isolacgiito UEAF04-1 sem adicdo de
RBBR e com adi¢ao de corante em 120 h de reagéo.

Ensaio sem RBBR (Ul %)

Lacase LiP MnP
5,92 +0,02 0,54 + 0,03 0,73+ 0,06
Ensaio com RBBR (Ul L")
[ RBBR Lacase LiP MnP
100mgL* 27,47£0,25 2,79+0,11 4,87 +0,31
500mgL! 23,16 £ 0,44 2,17 £0,15 3,06 0,18
1000mgL™ 19,64 +0,28 1,25 + 0,05 2,63+0,18

U! L'unidade de enzima por litro.

Tabela 10.Avaliacdo da atividade enzimatica para o isoladwjiito UEAF06-2 sem adi¢&o
de RBBR e com adi¢do de corante em 120 h de reacéao.

Ensaio sem RBBR (Ul L)

Lacase LiP MnP
4,91+0,12 2,54 +0,10 4,53 + 0,07
Ensaio com RBBR (UI LY
[] RBBR Lacase LiP MnP
100mgL* 22,17+0,15 8,89 + 0,15 9,91 +0,10
500mgL? 20,11 +0,24 7,37 £0,09 8,29 + 0,13
1000mgLt 16,25+ 0,13 5,15 + 0,11 5,83 + 0,08

Ul L unidade de enzima por litro.
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Nos ensaios que foram utilizados apenas extratoatie no meio cultura foi observado
que os fungos apresentaram atividade enzimaticeipalmente para a Lacase, isso indica
que estes isolados podem ser induzidos a uma regmessdo dessas enzimas utilizando
substratos especificos. De acordo com Arora e(il01), a atividade enzimatica observada
sem a adicdo do indutor RBBR, pode ser devido aepga de compostos aromaticos e
fendlicos presentes no meio de cultura, como pemgio o0 extrato de malte. Nos ensaios
contendo corante como indutor, os isolados apras®ent um aumento exponencial da
atividade enzimatica apds adicdo do corante RBBRaumento na atividade das enzimas de
57,3 a 78,4% para Lacase, 50,7 a 93,8% para LIP3 &®85% para MnP. Nos resultados
obtidos da descoloracédo do corante, foi observagoagatividade das enzimas ligninolitica
esta diretamente relacionada com a desintegracaBRBRBR, a medida que a atividade
enzimatica aumenta e a concentracdo do coranteef@diminui, uma vez que este corante
apresenta similaridade estrutural com lignina am ¢tPAs. Na literatura, a intensa atividade
de Lacase é justificada devido a sua maior afimdaak composto que apresentam grupos
alquila, alcil e principalmente substratos fendic@ retirada de elétrons por adicao de
oxigénio molecular por atividade oxidativa da La;gsode desestabilizar os anéis aromaticos
e facilitar subsequentes clivagens dos anéis pwaenzimas como MnP e LiP (DURAN,
1997; COUTO et al., 2004; LUNDELL, 2010). A prodogde MnP e LiP estd mais associada
a abertura dos anéis aromaticos apresentando ougmgms fendlicos, essas enzimas
apresentam alto poder oxidativo, agregado pelaaof0O, (KIRK et al., 1978). Harmst.
al. (2011) descrevem ainda que outros mecanismosngdmtantes para o catabolismo de
poluentes organicos, envolvendo enzimas lignimaléti Diante disso, foi observado que os
isolados UEAF06-2 e UEAF26-2 (Tabelas 8 e 10) fol@ms produtores de MnP e LiP
juntamente com lacase, essas enzimas estdo deswiteao primordiais em processo de

degradacdo de compostos arométicos como os HPAs.

4.5 Avaliagcéo da atividade enzimatica com o indutor BaP

Com base na jungao dos resultados anteriores,otedios UEAF01-1, UEAF04-1,
UEAF06-2, UEAF07-3, UEAF08-1 e UEAF26-2 foram w#dos em ensaios da producédo de
enzimas ligninoliticagn vitro contendo benzo(a)pireno, afim de avaliar o compuogtdo da
atividade enzimatica diante desse composto aroond@fie pode agir como indutor para

expressdo das enzimas ligninoliticas ou como inibiiante da alta toxicidade. Em ensaios
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sem BaP, quatro fungos (UEAF06-2, UEAF26-2, UEARQAJEAFO01-1) apresentaram
producéo de lacase (2,03 J& 11,31 U [, LiP (2,05 U 1*'43,08U ) e MnP (1,13 U L

Y. No ensaio contendo BaP como indutor também eaqgeroducéo de lacase (4,46 Ua

28,52 U 'Y, LiP (1,15 U [*a 1,59U ) e MnP (2,16U L[}) para os isolados: UEAF04-1,
UEAF6-2, UEAF26-2 conorme demonstrado na Tabelad®.fungos que apresentaram
producdo de enzimas ligninoliticas na presenca @8®HRR também foram capazes de
expressao enzimatica mesmo diante de um compos tdvaco. Corrobora o potencial

desses isolados para os estudos de biodegraagi@io de xenobidticos.

Tabela 11.Avaliacdo da atividade enzimatica dos isoladosifiogyna auséncia e presenca
de BaP como indutor.

Ensaio sem BaP (UI'l)

Isolados Lacase LiP MnP
UEAF08-1 1,1340,04 0,14+0,07 -
UEAF06-2 10,17+0,25 3,08+0,19 1,13+0,15
UEAFO07-3 - - 0,11+0,05
UEAFO01-1 2,03+0,19 -

UEAF26-2 11,31+1,52 2,05+0,28
UEAF04-1 4,23+0,57 - 0,12+0,03

Ensaio com BaP (UI'f)

Isolados Lacase LiP MnP
UEAF08-1 0,10+0,01 0,53+0,15 -
UEAF06-2 4,46+0,30 1,5940,29 0,92+0,08
UEAF07-3 0,18+0,12 0,51+0,11 0,37+0,28
UEAFO01-1
UEAF26-2 28,52+2,29 1,15+0,35
UEAF04-1 - 0,75+0,03 2,16+0,12

Ul L unidade de enzima por litro.

De acordo com os resultados de atividade enzimatit@os através de ensaios na
auséncia e na presenca de BaP, mostraram queaddddEAF26-2 apresentou inducao pelo
BaP para a enzima Lacase. O aumento da atividaldeake na presenca de BaP pode ser um
indicativo do potencial do isolado UEAF26-2 parada@gradacao deste HPA. Em ensaio com
o isolado UEAF04-1 o BaP induziu a producédo de N%P5 U LY). De acordo com a figura
16 e 17 o fungo UEAF06-2 ndo apresentou aumentatima@ade enzimatica para nenhuma
das enzimas e manteve uma baixa atividade parszasas Lacase e LiP. Os demais isolados
fungico avaliados, como UEAF08-1 e UEAF07-3 ndceaspntaram producdo significativa

para fenoloxidases na auséncia ou presenca de(Bgénerdviarasmiellusja € mencionado
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na literatura pela capacidade de producédo de esdigranoliticas, tal como, a producéo de
lacase. A literatura demonstra ainda que h& unagdel intrinseca de fungos da podridao
branca e producdo de enzimas ligninoliticas pacaldgradacdo de HPAs de alto peso
molecular, principalmente pela atuacdo das enziofae MnP, devido seu poder de clivar
anéis aromaticos estaveis, inicialmente o atagmEnético a0 composto aromatico acontece
pela enzima Lacase (CAVALLAZI et al. 2005, ACEVER®Dal., 2011).
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Figura 16. Gréfico da producao enzimética (Lacase, MnP e h@auséncia de BaP em periodo de 7
dias.

50
B

HE UEAFO1
40 1 [ UEAF04
ZZ1 UEAF06
[ UEAF26

30 T

20 1

Atividade enzimética (U L-1)

10 1
b

c c ¢ be
0 - Z] e [,

Lacase LiP MnP

Figura 17. Gréfico da producao enzimética (Lacase, MnP e hdppresenca de BaP em periodo de 7
dias.

Nos ensaios da atividade enzimatica com a presn@&aP foi observado nos isolados
UEAFO01-1, UEAF08-1 e UEAFQ7-3 forte pigmentacaocueactambém observada em ensaios
de descoloracdo do RBBR. Essa pigmentacdo € deguaitliteratura por fungos que
apresentam um complexo melaninico em suas pareslakres (PALOK, 1990). Esse
pigmento é produzido no citosol por alguns preaassocomo o catecol. O catecol pode ser
um metabdlito da degradagédo de anéis benzénic#tPdupelo complexo citocromo P450
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(CYP 450), com isso podendo indicar uma atividad® tigninolitica dos fungos. A
pigmentacdo também pode estar associada a oxidiegc@ompostos fendlicos, presente no
meio de cultura através da atividade de enzimasldjjticas sendo uma forma de defesa do
micro-organismo contra compostos toxicos (GRIFFIT894 CONCEICAQO et al., 2005). Os
resultados obtidos revelaram baixa atividade deat@apelo fungo UEAF01-1 em ensaio com
BaP. Esse isolado também apresentou forte pign@ntie coloragdo escura, segundo relatos
na literatura, a Lacase pode estar associada @odacao dessa pigmentacdo para defesa do
fungo.

4.6 Ensaio de Biodegradacdo do Benzo(a)Pireno

Os isolados UEAF06-2 e UEAF26-2 apresentaram medtisidade enzimatica para
Lacase e LiP e melhores resultados nos ensaiosaaese diante disso, foram selecionados
para teste de degradagéovitro do BaP. As andlises de degradacéo do BaP foraimadas
por padronizagdo interna e apresentaram taxa deesao dsurrogateentre 69% e 92%
para 0 ensaio com 1 mg mide BaP (ensaio I) e 72% a 83% em ensaios com thiofgde
BaP (ensaio Il). O isolado UEAF06-2 apresentou téxaegradacao de 13% para o ensaio |
em 7 dias e 42% em 14 dias de reag¢do. No ensaioniésmo apresentou porcentagem de
degradacéo de 14% em 7 dias e 37,4% em 14 diasol@lo UEAF26-2 obteve taxas de
biodegradagao menores, no ensaio |, de 9,9% ems7edi,4% em 14 dias, no ensaio I, 0,9%

e 0,2% para 7 e 14 dias, respectivamente, de acorda figura 18.
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Figura 18. Avaliagcdo da degradagéo do BaP pelos fungos peéieahdos, ensaio | e Il.
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Na literatura sdo poucos as pesquisas de biorragélide poluentes organicos que
utilizam fungos dos génerddarasmiellusou Marasmius Estudos relatam o potencial do
géneroMarasmielluspara a degradacdo de HPAs, como por exemplo, Ma@012) que
avaliou a degradacdo de BaP e Pireno (0,02; 0,04ngor um fungo do género
Marasmiellusque degradou até 90% de ambos HPAs apés 7 digsnpam concentragdes
baixas, com isso o autor concluiu o potencial dosgds para testes otimizados de

biodegradacéo.

Apesar do isolado UEAF26-2 apresentar maior atdedanzimatica para Lacase em
relacdo ao UEAF06-2, o0 mesmo nao apresentou rdeukggnificantivo no ensaio de

biodegradagcao da mesma forma que o isolado UEAF06-2

Estudos relatam que a Lacase apresenta uma gramaéidade de isoenzimas, que
atuam diferentemente conforme a toxicidade do caetopgustificando que independente da
producdo dessa enzima, € necessario que haja decoempacao por outras enzimas, como,
MnP e LiP que estdo mais ligadas com a clivagermnéés arométicos. O potencial oxidativo
do sistema é independente para cada espécie. Afm, @ atividade enzimatica pode ser
induzida ou inibida por diferentes fatores queaafett expressédo, mas nao a real capacidade
de produzi-la (REGALADO et al., 1999), isto justdique o potencial de degradacdo de BaP
seja uma caracteristica especifica do UEAF06-2. ®dro lado o isolado UEAF26-2

apresentou maior potencial em degradar compost@ssingples como o RBBR.

Outro aspecto que deve ser levado em consideragacesultados de degradacéo foi a
alta concentracdo do BaP (2 mg Mlutilizada, considerando esse HPA como altamente
toxico para os organismos, foi avaliado que o aumentoudecencentracdo em ensaio de
degradacdo pode diminuir a atividade das enzinggsnbliticas e consequentemente da
degradacdo do composto, porém o isolado UEAFO6+%seguiu manter uma taxa de
degradacéo crescente mesmo em alta concentra¢gzaPd&studos na literatura apontam que
fungos da podridao branca apresentam potencialegmadar o BaP e outros HPAs com mais
eficiéncia que outros micro-organismos. Nos redokaobtidos por Hadibara e Kristanti
(2012) foi alcancada uma taxa de degradacédo de ctBfoo BaP em ensaios de 30 dias,
tempo maior que o avaliado neste trabalho com firajnazénicos. Souzt al (2016),
obtiveram bons resultados em degradagdo de BaRaral@ ensaios de 7 e 14 dias com
fungos filamentosos isolados de &reas contaminedas HPAs no Rio Negro. Em seus

resultados a melhor taxa de degradacéao foi de ®t¥l@gasporoporiasp. em ensaio de 14
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dias.Megasporoporiasp. € um fungo ligninolitico que apresenta potdraaa producdo de
enzimas como Lacase, MnP e Lip. A versatilidade fdogos tanto em descolorir RBBR
quanto em degradar o BaP, apontam que os fungesempam enzimas com capacidade
muito diversificada que podem ser induzidas a@italucdo em compostos menos téxicos e
muito téxicos, porém com boa atividade apenas empostos menos toxicos, caso do
UEAF26-2. J4 o UEAF06-2 apresentou ser mais efieiem compostos mais toxicos, mesmo
com pouca producdo enzimatica. A possibilidade tilmizacdo do método pode indicar
melhorias para degradacdo de compostos mais ousniéros, podendo maximizar os
resultados em processos de biodegradacéo de x&oobidstudos posteriores podem avaliar
a degradacéao de outros corantes téxteis e HPAs faglgos selecionados como potenciais.

4.7 Andlise dos Metabdlitos da Degradacao do BaP

A degradacao de HPAs por sistemas biolégicos gerahkre incompleta, sendo possivel
identificar compostos intermediarios. Magrini (2D1&dentificou alguns metabdlitos
intermediarios da degradacdo de HPA de alto pestecolar por fungo do género
Marasmiellussp., em periodo de 5 e apds 15 dias foram detectddmetabdlitos: 1-
hidroxipireno; pirenodihidrodiol; pirenodihidrodi@ dihidroxipireno. O resultado foi obtido
através da analise de perfis cromatograficos atitio modo SIM (Selected ion monitoring)
em espectrometro de massas, permitindo apenasugestdo atraves de ions de identificacédo
descritos na literatura, ndo foram utilizados pedrpara confirmacdo dos metabdlitos. A
investigacdo de metabdlitos oriundos da degradatfidHPAs por espécies de fungos
geralmente é caracterizada pela presenca de gsifid&RITASH e KAUSHIK, 2009). Em
avaliacdo desses metabolitos pode ser sugeridatrpues de lacase e outras peroxidases haja
a formacéo de dois compostos que indicam uma etiedradacao que leva a mineralizagéo,
acido 1-hidrodixi-2-naftéico e cumarina (HADIBARATA KRISTANTI, 2012). Neste
estudo, nos ensaios realizados para UEAF26-2 e O&AF ndo foram identificados os
metabolitos, acido 1-hidrodixi-2-naftdico e cumatima degradacdo de Benzo(a)pireno,
porém, a diminuicdo na concentracdo do BaP, noiermsa degradacdo, pode indicar a
formacdo de outros metabdlitos ndo analisados.&Seual., (2016) também ndo conseguiu
avaliar a presenca desses dois metabdlitos. Assitados posteriores sobre a producao de
metabolitos poderdo ser realizados com analisemetabolitos diferentes dos analisados
neste trabalho levando em consideracéo traballros de Souza et al., (2016), Hadibarata e
Kristanti (2012), Magrini, (2012).
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5 CONCLUSAO

Observou-se que os métodos avaliados para isolareesglecdo de fungos produtores
de enzimas ligninoliticas demonstraram bastant@éefiia quando aplicados a isolados de
basidiomicetos amazoénicos. Onde foi possivel ac8elede fungos que apresentaram
eficiéncia para descoloracdo de RBBR e degradag@ompostos mais estaveis como o BaP,
As metodologias utilizando o acido galico e o ctwwaRBBR foram favoraveis, pois
apresentaram resultados que facilitaram a selaggiosdlados com maior potencial para em
biodegradacdo de contaminantes. A avaliacdo damamzm ensaios contendo HPA foi
determinante para estudo do comportamento de &ukécinducdo de atividade enzimatica.
Neste estudo, dois fungos foram selecionados pm@ndaios de degradacdo do BaP,
UEAF06-2 Marasmiussp.) e UEAF26-2Nlarasmiellussp.) O melhor resultado encontrado
para a biodegradacéo do BaP foi com o isolado UBAFQue apresentou uma porcentagem
de degradacéo de 42% do poluente em 14 dias. Levandtonsideracéo a alta toxicidade do
BaP e a alta concentragdo utilizada nos ensaidsdass com HPAs mais leves e em
concentracdes menores podem fornecer melhoredadssiipara os dois fungos avaliados.
Diante dos resultados obtidos pelo isolado UEAFO&-<elecdo deste para ensaios futuros de
otimizacdo para degradacdo do BaP e outros xemmsd&ao necessarios. Outros trabalhos
complementares de identificacdo de metabdlitos éampodem ser aplicados, através da
ampliacdo de padrbes analisados e testes de autmlologias descritas na literatura.
Contudo a prospeccéo de novos fungos basidiomicgtazsando esta metodologia otimizada
pode elevar os numeros de isolados de interessechadgico para uso em programas de

biorremediagéo.
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Duas principais rotas de degradacéo de Hidrocatbsmliciclicos Aromaticos por fungos. (MAGRINDI2).
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ANEXO Il

Curva de Calibracio RBBR
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Gréfico da curva padréo do corante RBBR analisaui,g, 580 nm e diferentes concentragdes conhecidas.
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ANEXO IlI

Curva Padrio Perileno
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Grafico da curva padréo de Perileno deuteradosatiliem CGMS para quantificacdo de Benzo(a)Pireno.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
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