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RESUMO

Considerando a importancia dos processos de biorremediacédo, o presente trabalho
teve como objetivo principal avaliar o potencial de consorcios microbianos,
constituidos por quatro fungos filamentosos isolados de invertebrados marinhos e
duas bactérias recuperadas de reservatério de petréleo, na destoxificacdo de
poluentes ambientais, por meio da sobrevivéncia do microcrustaceo Artemia sp. e da
luminescéncia da bactéria Vibrio fischeri. Apds estudos de antagonismo entre 0s
micro-organismos, foram estruturados oito consoércios microbianos, em diferentes
combinacdes. Os consorcios foram usados, isoladamente, para avaliar a toxicidade
dos poluentes ambientais corante téxtil RBBR (Remazol Brilliant Blue R), 6leo diesel
e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Dentre os consorcios estudados, o
consércio 3, composto por dois fungos filamentosos e pelas duas bactérias,
apresentou melhores resultados de destoxificacdo do corante RBBR e dOleo diesel,
apos sete dias de cultivo a 28 °C e 140 rpm. As enzimas ligninoliticas apresentaram
atividade baixa ou ausente no teste feito com o corante e com o 6leo diesel. Para o
benzo[a]pireno (BaP), apesar de ter havido uma producdo mais expressiva de
enzimas ligninoliticas, os resultados de destoxificacdo foram incoerentes, por ndo
apresentar toxicidade mesmo em elevadas concentragcdes. Sendo assim, no
presente estudo o consércio 3 foi empregado na otimizacdo da destoxificacdo e
descoloracdo do corante RBBR. Os resultados de dois planejamentos do tipo
Plackett-Burman (PB1 e PB2) e um DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional) revelaram que as melhores condicbes de destoxificacdo/descoloracao
foram obtidas no ensaio 11 do PB1 e no ensaio 2 do PB2. As condi¢des de cultivo
desses dois ensaios foram submetidas a experimentos de validagcédo, porém somente
a condicéo do ensaio 2 do PB2 (inéculo de 4 cilindros de 0,5 cm de cada fungo e 4
mL de cada bactéria (DO 0,4), 1 g/50 mL de farelo de trigo, 100 % de agua do mar,
pH 8 e 500 ppm de RBBR) apresentou resultados coerentes (52 % de destoxificagao
e 87 % de descoloragéo). A atividade de enzimas ligninoliticas na validagéo foi baixa
ou ausente. As andlises de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
resultaram em diferencas no padrdo de bandas do corante, quando comparadas as
bandas do bioensaio e do controle, indicando atuagdo dos micro-organismos no
processo de descoloracédo. Os estudos dos metatranscriptomas do experimento de

validacdo (bioensaio e controle) revelaram diferencas na expressdo génica de



enzimas especificas envolvidas no processo de degradacdo de compostos
xenobidticos, com destaque para dioxigenase e mono-oxigenases. Tais resultados
evidenciam o papel do consorcio microbiano, principalmente das bactérias, na
destoxificacdo, descoloracdo e degradacao do corante téxtil RBBR. Os resultados do
presente trabalho demonstram a importancia da aplicagdo do planejamento
experimental e da metatranscriptbmica para o estudo de destoxificagdo e
degradacdo de poluentes ambientais, abrindo perspectivas para novos estudos

envolvendo os micro-organismos do consorcio selecionado.

Palavras-chave: Poluentes ambientais. Consércios microbianos. Biodegradacdao.

Toxicidade aguda. Fungos derivados de ambiente marinho.



ABSTRACT

Taking into account the relevance of bioremediation processes, the present work
aimed to evaluate the potential of microbial consortia composed by four filamentous
fungi isolated from marine invertebrates and two bacteria recovered from oil
reservoirs in the detoxification of environmental pollutants, through the survival of the
microcrustacean Artemia sp. and the luminescence of the bacterium Vibrio fischeri.
After studies of antagonism between the microorganisms, eight microbial consortia
were structured in different combinations. The consortia were tested separately
against the environmental pollutants RBBR (Remazol Brilliant Blue R) textile dye,
diesel oil, and polycyclic aromatic hydrocarbons. Among the consortia studied, the
consortium 3, composed of two filamentous fungi and two bacteria presented better
results of RBBR dye and diesel detoxification after seven days at 28 °C and 140 rpm.
Ligninolytic enzymes showed low or absent activity in the experiments containing
RBBR and diesel. For benzo[a]pyrene (BaP), although there was a more expressive
production of ligninolytic enzymes, the results of detoxification were incoherent, since
no toxicity was showed even at high concentrations. Therefore, in the present study
the consortium 3 was used to optimize detoxification and discoloration of RBBR dye.
Results from two Plackett-Burman designs (PB1 and PB2) and one CCD (Central
Composite Design) revealed that the best conditions for detoxification/ discoloration
were obtained in the assay 11 from PB1 and assay 2 from PB2. The culture
conditions of this two assays were submitted to validation experiments, however only
assay 2 from PB2 (4 cylinders (0.5 cm) of each fungus, and 4 mL of each bacteria
(OD 0.4), 1 g/50 mL wheat bran, 100 % artificial sea water, pH 8, and 500 ppm
RBBR) presented consistent results (52 % detoxification and 87 % discoloration).
The activity of ligninolytic enzymes in the validation experiments was low or absent.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analyzes showed difference in the
dye bands pattern in comparison to the bioassay and control bands, indicating the
microbial performance in the process of dye discoloration. Metatranscriptome studies
in the validation experiments (bioassay and control), revealed a differential gene
expression of specific enzymes involved in the degradation of xenobiotic compounds,
mainly dioxygenase and monooxygenases. These results highlight the role of the

microbial consortium, mainly the bacteria, in the detoxification, discoloration, and



degradation of the RBBR textile dye. Results from the present work demonstrate the
importance of applying environmental design and metatranscriptomic approaches to
the study of detoxification and degradation of environmental pollutants, opening
perspectives for new studies involving the microorganisms of the selected

consortium.

Keywords: Environmental pollutants. Microbial consortia. Biodegradation. Acute

toxicity. Marine-derived fungi.
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1. INTRODUCAO GERAL

Contaminacdes ambientais, tais como agua, solo e &aguas subterraneas,
ocorrem frequentemente pelo acumulo de compostos organicos aromaticos que
abrangem hidrocarbonetos monociclicos, policiclicos ou heterociclicos (OBEROI,;
PHILIP, 2017). Um grande numero de compostos organicos que sao caracterizados
como poluentes ambientais s&o dispersos no ambiente por meio das diversas agcoes
antropicas. Esses poluentes incluem, entre outros, corantes, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), pesticidas, solventes quimicos, 0s quais muitas
vezes sao recalcitrantes e colocam em risco a saude humana e o equilibrio do
proprio ambiente (SU; ZHU; SHEN, 2016).

As atividades industriais, tais como as desenvolvidas pelas industrias téxteis,
de papel e celulose, de petroleo e farmacéutica, geralmente consomem grandes
volumes de 4gua e produtos quimicos organicos que podem conter caracteristicas
inadequadas para o equilibrio do ambiente (e.g. pH e toxicidade). Dessa forma elas
podem gerar uma grande quantidade de efluentes, com as mais diversas
substancias toxicas, que necessitam ser tratados, antes de serem dispensados no
ambiente. No entanto, as estruturas complexas que esses poluentes apresentam,
tais como, duplas ligacdes e anéis aromaticos, dificultam a sua degradacdo e/ou
remocao do ambiente (AKSU, 2005).

De acordo com Oberoi e Philip (2017), para o tratamento de efluentes
industriais é necessaria a escolha de técnicas de remediacdo que minimizem o
impacto desses residuos no ambiente. Neste contexto, a biorremediacdo surge
como uma vertente bastante forte da ciéncia ambiental e da biotecnologia, por ser
uma estratégia relacionada com a aplicacdo de micro-organismos € processos
biolégicos para diminuicdo do impacto de poluentes no ambiente (KUMAR et al.,
2011). Liu et al. (2016) afirmam que a biorremediacdo € uma tecnologia mais efetiva,
além de ser de baixo custo, quando comparada a remediacéo fisico-quimica.

Segundo Ganey e Boyd (2005), o principal objetivo da biorremediacédo é a
conversdo de compostos organicos toxicos em moléculas mais simples, de
composicdo menos toxica, embora possa ocorrer a formacdo de intermediarios
estaveis. Porém, nesse processo, muitas vezes nao sao considerados os produtos
finais ou intermediérios toxicos, o que é uma realidade, j& que é possivel a formacéao

de compostos intermediarios mais toxicos que o proprio composto original. Assim, 0s
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autores ressaltam a importancia de avaliar a toxicidade de produtos finais e
intermediarios de um processo de biorremediacao.

Os ambientes marinhos sdo caracterizados pelas condi¢cdes fisicas e
guimicas diversas (pH, salinidade, variagcbes de temperatura, entre outras). Desta
forma, os micro-organismos presentes nesses ambientes estdo mais adaptados as
condicdes adversas e, por isso, podem possuir caracteristicas vantajosas a
degradacéo de poluentes, quando comparados aos seus analogos terrestres (DASH
et al., 2013). Devido ao fato de resistirem e de se desenvolverem em condi¢cbes
variaveis, os micro-organismos de origem marinha possuem grande potencial para
aplicacdo em processos de biorremediacao, principalmente agueles conduzidos em
condic@es salinas (BIROLLI et al., 2016).

Diante do acima exposto, no presente trabalho foi avaliada a destoxificacao
dos poluentes ambientais HPAs (benzo[a]pireno e pireno), diesel e corante téxtil
Remazol Briliant Blue R (RBBR) por consoércios microbianos compostos por fungos
derivados de ambiente marinho e bactérias isoladas de reservatério de petréleo (off-
shore). Um total de seis micro-organismos (quatro fungos filamentosos e duas
bactérias), o0s quais nao apresentaram antagonismo quando cultivados
conjuntamente em meio sélido, foram combinados em oito consércios microbianos.
Esses micro-organismos foram previamente selecionados, devido a capacidade de
degradar poluentes ambientais, produzir enzimas ligninoliticas e/ou biossurfactantes.

As avaliacdes de toxicidade foram inicialmente realizadas empregando-se o
equipamento Microtox e a bactéria luminescente Vibrio fischeri. No entanto, para os
HPAs, esse método nédo foi adequado e os resultados obtidos foram incongruentes.
Alternativamente, foi utilizado o microcrustaceo Artemia sp. como bioindicador de
toxicidade das amostras obtidas, e esta andlise mostrou-se eficaz, de rapida
execucdo e de baixo custo, sendo possivel emprega-la para todos os poluentes
estudados.

O presente trabalho foi divido em trés capitulos:

> CAPITULO I - Estruturacéo de consorcios microbianos marinhos e selecéo do
melhor consorcio destoxificador de poluentes ambientais

> CAPITULO Il - Otimizag&o da destoxificacéo e descoloracdo do corante téxtil
RBBR por consoércio microbiano marinho, utilizando planejamento experimental

> CAPITULO Il - Metatranscriptoma da condicdo validada de destoxificacéo e

degradacéao do corante téxtil RBBR
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No Capitulo | foram realizadas avaliagbes de destoxificacdo, atividade
enzimatica, biomassa seca, descoloracdo e adsorcdo pela biomassa (para o
corante) com todos os oito consoércios microbianos, a fim de selecionar o melhor
consorcio destoxificador dos poluentes estudados. O consércio trés (3), composto
por Mucor racemosus CBMAI 847, Marasmiellus sp. CBMAI 1062, Dietzia maris
CBMAI 705 e Bacillus subtilis CBMAI 707, foi selecionado e submetido a etapa de
avaliacao de diferentes fatores na destoxificacdo dos poluentes ambientais visando
otimizacdo do processo. As etapas subsequentes de otimizacdo da destoxificacdo
pelo consorcio trés, bem como andlises de metatranscriptoma, foram aplicadas para
o corante téxtii RBBR, por ter sido este o poluente que apresentou resultados
melhores e mais coerentes de destoxificacdo, além de apresentar descoloracédo. A
avaliacdo da otimizacdo da destoxificacdo do pireno pelo consércio trés foi realizada
no ambito do Trabalho de Conclusdo de Curso da aluna Carla de Rezende Leme
(Engenharia Ambiental, UNESP/Rio Claro) intitulado “Aplicacdo de consércio
microbiano marinho na destoxificacdo do pireno”, o qual foi desenvolvido em
associacado com o presente estudo.

Assim, no Capitulo Il o corante RBBR foi submetido a experimentos de
otimizacdo da destoxificacdo e descoloracdo pelo consércio trés, por meio de
planejamento experimental, sendo dois do tipo Plackett-Burman e um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), no qual foi possivel avaliar a influéncia de
diversas varidveis neste processo. O experimento de validacdo do ensaio que
apresentou o melhor resultado de destoxificagcdo (ensaio dois do segundo
planejamento do tipo Plackett-Burman) foi, novamente, submetido a analises de
atividade enzimética (enzimas ligninoliticas), descoloracdo, adsor¢éo pela biomassa,
biomassa seca, bem como avaliacgdo de possivel degradacdo do corante pela
técnica de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy).

Complementarmente, foram realizadas no Capitulo Ill, para concluir o estudo
de destoxificacdo e degradagdo do corante RBBR, analises do metatranscriptoma do
consorcio trés, apos cultivo nas condigbes otimizadas de destoxificacdo na presenca
e na auséncia do poluente (controle). Com o sequenciamento do RNA extraido das
amostras supracitadas, foi possivel observar a presenca ou ndo de enzimas
envolvidas na degradacgéo de poluentes ambientais (como as ligninoliticas, as da via
da citocromo P450, dioxigenases, entre outras).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Micro-organismos de origem marinha aplicados a biorremediacéo

de poluentes ambientais

A biorremediacdo é uma abordagem promissora para o controle e destruicao
de compostos organicos (OBEROI; PHILIP, 2017). Os processos ideais de
biodegradacéo levam a mineralizagdo completa desses compostos, ou seja, a CO; e
H,O, embora existam as degradacfes parciais ou ainda simplesmente a
biotransformacdo de um composto em alguns respectivos derivados (CERNIGLIA,
1992; CERNIGLIA; SUTHERLAND, 2001). Uma caracteristica importante da
biorremediacdo € que ela geralmente ocorre naturalmente em ambientes abertos
nao-estéreis que contém uma variedade de organismos (WATANABE, 2001). Nesse
contexto, a degradacdo microbiana representa a principal via responsavel pela
recuperacdo de ambientes contaminados (HUGHES et al., 1997).

A eficacia da biodegradacéo é frequentemente determinada em termos da
diminuicdo da concentracdo do contaminante, o que, muitas vezes, ndo esta
diretamente relacionado com a diminuicdo da atividade bioldgica (toxicidade) do
mesmo. Em muitos casos, a transformacdo biolégica do poluente resulta na
formacdo de metabdlitos intermediarios que podem ser mais toxicos do que o
composto original, mesmo que se apresentem em pequenas concentracdes. Para
avaliar a eficiéncia da biodegradacédo, € mais confiavel a determinacédo da reducédo
da toxicidade do que a quantificacdo da concentracdo residual do composto
poluente em questdo. Desta forma, é importante, para a determinacdo da
biodegradacdo de poluentes organicos, combinar analises quimicas e testes de
toxicidade (OBEROI; PHILIP, 2017).

Fungos derivados de ambiente marinho sédo capazes de produzir metabdlitos
secundarios biologicamente ativos, diferentes dos produzidos pelos seus homologos
terrestres, pois estdo adaptados a salinidade e a outras condicbes adversas
particulares destes ambientes (BUGNI; IRELAND, 2004; SALEEM et al.,, 2007),
constituindo, dessa forma, recursos genéticos microbianos importantes na
biorremediacdo de ambientes ou processos salinos. Entretanto, estudos desse
grupo de micro-organismos como fonte potencial de degradacdo de poluentes

ambientais sdo ainda escassos (DA SILVA et al., 2008).
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Fungos ligninoliticos podem oxidar compostos organicos poluentes, pois
produzem um complexo enzimético extracelular ndo-especifico que € normalmente
utilizado para a despolimerizacdo da lignina. Dentre as enzimas extracelulares
produzidas por fungos filamentosos, o sistema ligninolitico é de grande importancia
na biorremediacdo ambiental e € produzido, principalmente, por fungos
basidiomicetos de podriddo branca (white-rot fungi). As principais enzimas
responsaveis pela degradacéo da lignina sao a lignina peroxidase (LiP), a manganés
peroxidase (MnP) e as lacases (KARIGAR; RAO, 2011), as quais possuem também
grande potencial para aplicacdes industriais (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Essa
via metabdlica gera quinonas que, apés a fissdo do anel aromético, séo
metabolizadas a CO;, e H,O (CERNIGLIA, 1997).

Outra via metabdlica conhecida para degradacdo de poluentes organicos
presente em fungos envolve a hidroxilagdo do composto pela enzima citocromo P-
450 mono-oxigenase, mediante uma sequéncia de reacdes que € semelhante as
que estdo envolvidas no metabolismo de mamiferos (CAPOTORTI et al., 2004;
HARITASH; KAUSHIK, 2009). Esta via € também utilizada por muitos fungos nao-
ligninoliticos que podem, efetivamente, degradar HPAs (CERNIGLIA;
SUTHERLAND, 2001). Estudos conduzidos pelo grupo de pesquisa da Profa. Lara
D. Sette (UNESP, Rio Claro) tém revelado o potencial dos fungos marinhos para
producdo de enzimas ligninoliticas e degradacdo de poluentes ambientais
(BONUGLI-SANTOS et al.,, 2010, 2015, 2016, BONUGLI-SANTOS; DURRANT;
SETTE, 2010, 2012; MAGRINI, 2012; MAINARDI, 2015; PASSARINI; SETTE;
RODRIGUES, 2011; PASSARINI et al., 2011, 2015; VASCONCELOQOS, 2015).

As bactérias utilizam oxigenases para a degradacdo aerObica de
hidrocarbonetos. Essas enzimas catalisam a adicdo de oxigénio molecular ao
substrato. As dioxigenases catalisam a adicdo de dois grupos hidroxil, enquanto as
mono-oxigenases catalisam a introducdo de um atomo de oxigénio na molécula do
hidrocarboneto (FUENTES et al.,, 2014). Esse mecanismo resulta na formacao de
diidrodiol, o qual sera desidrogenado, formando outros compostos intermediarios
que poderdo ser metabolizados até CO, e H,O (BAMFORTH; SINGLETON, 2005).
Na Figura 1 estd apresentado o esquema de degradacdo de hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos (HPAS) pelas vias acima mencionadas.



Figura 1. Vias propostas para o catabolismo microbiano de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
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2.2. Poluentes ambientais
Um dos maiores problemas que tem sido enfrentado ao longo do século 21 envolve
a questdo da poluicdo ambiental. Diversas atividades antropogénicas produzem e
liberam compostos organicos nocivos ao ambiente (DASH et al., 2013). Assim, &
extremamente necessaria a realizacdo de estudos que permitam conhecer 0s

mecanismos que envolvem a degradacgao e a destoxificacdo desses compostos.

2.2.1. Poluentes ambientais empregados neste trabalho
2.2.1.1. Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAS)

Os HPAs constituem uma importante classe de produtos quimicos toxicos,
compostos por dois ou mais anéis aromaticos, de ocorréncia em diferentes
ecossistemas e considerados poluentes prioritarios, devido a sua potencial
toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade (CERNIGLIA, 1997; KEITH;
TELLIARD, 1979). Os HPAs de baixo peso molecular (aqueles que contém menos
de quatro anéis de benzeno) séo altamente toxicos, com efeitos sobre a reproducéo
e mortalidade de animais aquaticos, enquanto os HPAs de elevado peso molecular
(contendo quatro ou mais anéis de benzeno) sdo mutagénicos e carcinogénicos.
Devido a sua natureza hidrofébica, a maioria dos HPAs liga-se as particulas de solo
e sedimentos nos ecossistemas aquaticos e terrestres, podendo se acumular na
cadeia alimentar (GAN; LAU; NG, 2009). Esses compostos sdo de intensa
preocupacdo publica quanto a sua persisténcia no ambiente, bem como pelos
efeitos potencialmente nocivos a saude humana (KIM et al., 2013).

Os HPAs podem ser classificados conforme sua origem antropogénica no
ambiente, sendo por meio de fontes pirogénicas ou petrogénicas. HPAs de origem
pirogénica sdo oriundos da combustdo incompleta de matéria organica, como
madeiras, combustivel féssil, asfalto, entre outros. Petréoleo cru e refinado consistem
em fontes petrogénicas de HPAs (LIU et al., 2009). Devido ao impacto sobre a
saude e o ambiente, os HPAs, incluindo o naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno e
benzola]pireno, sdo considerados um dos maiores grupos de compostos poluentes
ambientais (LIU et al., 2009).

Pireno e benzo[a]pireno sdo compostos de elevado peso molecular, que se
acumulam em sedimentos devido a sua limitada solubilidade em &gua e alta
afinidade para material particulado (PATROLECCO et al.,, 2010). As moléculas
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desses compostos (Figuras 2A e 2B) séo recalcitrantes e tem uma meia-vida longa,
dependendo das condi¢des avaliadas, variando de 19,4 dias a 630 dias e 211 dias a
mais de 1400 dias, respectivamente (SHUTTLEWORTH; CERNIGLIA, 1995). Ambos
sao classificados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US
EPA) como poluentes prioritarios (HARMENS et al., 2013).

Figura 2. Estrutura molecular do pireno (A) e benzo[a]pireno (B).

A B

Fonte: SIGMA ALDRICH (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/).

2.2.1.2. Oleo Diesel

O Oleo diesel é um derivado de petréleo, constituido por uma mistura
complexa de alcanos e compostos aromaticos que, frequentemente, séo reportados
como contaminantes de solo decorrentes de derrames acidentais. Este composto
pode ser biodegradado pelos micro-organismos ligninoliticos de solo (DE QUEIROZ
BAPTISTA et al.,, 2012) em processos de biorremediacdo combinados com
bioventilacdo, bioestimulacdo e bioaumentacao (LUZ et al., 2011).

O diesel € o combustivel de escolha para veiculos de transporte de grande
porte. O combustivel, bem como seus produtos de combustdo, representam grande
parte das toxinas que pessoas e animais estdo expostas no meio urbano e rural
(KRIVOSHTO et al., 2008). Além disso, a corrosdo e vazamentos em tanques de
armazenamento em postos de combustiveis (BENTO; GAYLARDE, 2001) e
rompimento de oleodutos sdo importantes fontes de contaminacdo ambiental,
podendo atingir as aguas subterraneas (DANIELOPOL et al., 2003).

Em um estudo de solo contendo hidrocarbonetos alifaticos (C1o — Cy4o alcanos)
derivados de petréleo foi observada a meia-vida de, aproximadamente, 450 dias

para esses compostos sem nenhuma alteracdo do ambiente. Ja em diferentes
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condicbes experimentais de biorremediacdo, houve reducdo da meia-vida em,
aproximadamente, 70% (KURAN et al., 2014).

2.2.1.3. Corante téxtil Remazol Brilliant Blue R (RBBR)

Atualmente, s&o conhecidos mais de 10 mil diferentes corantes e pigmentos
que sao utilizados extensivamente em diferentes setores industriais, incluindo
indUstrias téxteis, alimenticias, cosmeéticas e de fotografia (RADAEI; ALAVI
MOGHADDAM; ARAMI, 2014). Esses compostos sdo considerados xenobidticos
recalcitrantes e podem ser de dificil remogcdo do ambiente e dos efluentes
(GARRIDO-BAZAN et al.,, 2016), devido as caracteristicas de estabilidade a
temperatura, a exposicdo luminosa e ao ataque de micro-organismos (LU et al.,
2016). A industria téxtil se configura como uma importante atividade em ambito
mundial e é uma das mais poluidoras, liberando no ambiente grandes quantidades
de efluentes coloridos (HADIBARATA; YUSOFF; KRISTANTI, 2012). E amplamente
conhecido que muitos corantes utilizados possuem propriedades mutagénicas e
carcinogénicas, configurando um problema para a saude do homem e do ambiente
(SINGH; CHADHA, 2016).

Corantes téxteis sdo compostos organicos complexos que possuem anéis
aromaticos em suas estruturas. Alguns corantes utilizados em industrias téxteis séo
problematicos para varios organismos aguaticos, como plantas e peixes, e podem
causar problemas de saude em humanos. Assim, sdo necessarios métodos mais
eficientes e econbmicos no tratamento e na remocdo da coloracdo de efluentes,
antes de serem dispensados no ambiente, o que configura um desafio
biotecnolégico (KAUSHIK; MALIK, 2009; KHAN; HASAN; JHUNG, 2013; LU et al.,
2016). Entre os corantes sintéticos, o0 RBBR (Remazol Brilliant Blue R), também
conhecido como Azul Reativo 19, € considerado como um importante corante
organico poluidor da induastria téxtil, devido a sua caracteristica toxica e recalcitrante
(HADIBARATA; YUSOFF; KRISTANTI, 2012). O RBBR (Figura 3) € um corante do
tipo antraquinona, derivado de antraceno (DA SILVA et al., 2008) e, estruturalmente,

semelhante aos HPAs.
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Figura 3. Estrutura molecular do corante téxtil RBBR.
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Fonte: SIGMA ALDRICH (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/)

2.3. Consorcios microbianos

As bactérias e fungos capazes de degradar poluentes possuem papel central
na biorremediacdo (WATANABE, 2001). Uma ampla variedade de géneros desses
micro-organismos apresenta habilidade de degradar ou utilizar compostos orgéanicos
poluentes como substrato (LEAHY; COLWELL, 1990), cuja degradacdo leva a
mineralizacao ou a transformacédo em produtos menos toéxicos, que podem ser ainda
degradados, posteriormente, pela acdo de outros micro-organismos (CERNIGLIA,
1992; CERNIGLIA; SUTHERLAND, 2001).

Em um processo de biorremediacdo, a biodegradacdo de compostos
xenobidticos é resultado da acdo de mudltiplos organismos, que incluem bactérias,
fungos e plantas (KUMAR et al., 2011). Para a efetividade do processo, o ataque
enzimatico, derivado de reacdes sequenciais de micro-organismos, converte 0
poluente em moléculas menos nocivas (VIDALI, 2001). Assim, na natureza, a
mineralizacdo de compostos organicos poluentes envolve a cooperacdo metabdlica
de distintas populacdes microbianas (BOONCHAN; BRITZ; STANLEY, 2000;
KUMAR et al., 2011).

Tendo em vista 0os avangos no campo de analise proteémica, podem ser
realizadas andlises das relagBes funcionais dos micro-organismos (BASTIDA,
HERNANDEZ; GARCIA, 2014). Neste contexto, as informacbes obtidas sobre as
particularidades do RNA de um conjunto de organismos, em um momento especifico
(técnica conhecida como metatranscriptomica (PARRO; PAZ, 2014)), caracteriza-se
como uma importante ferramenta para a andlise dos genes expressos durante a

degradacgéo/destoxificagdo de poluentes ambientais, permitindo estabelecer
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possiveis rotas metabdlicas dos micro-organismos presentes nos consorcios
microbianos, durante o processo degradativo, um tema ainda pouco abordado na
literatura.

Estudos recentes empregando sequenciamento de nova geracdo (NGS), em
andlises de metatranscriptoma, tém se mostrado Uteis em avaliar a fracdo ativa de
comunidades e suas respostas funcionais em diversas condicdes ambientais
(TRIPATHY et al., 2016).

De acordo com Hong et al. (2016), sdo escassos 0s estudos de transcriptoma
na analise de degradacdo de hidrocarbonetos. Embora a regulacdo da expressao
génica seja complicada e limitada a genes e rotas especificas, andlises de
transcriptomas fornecem uma visdo geral do genoma e possibilitam a identificacéo
de genes funcionais, gerando perfis de expressdo génica de organismos sob
condi¢cdes especificas, como por exemplo, na degradacdo de hidrocarbonetos
(HONG et al., 2016).

2.4. Analises de toxicidade

Na busca por ferramentas eficazes para estimar o risco de substancias
organicas ou inorganicas liberadas no ambiente pela acdo do homem, tém sido
realizadas analises de toxicidade aguda em organismos de diversos niveis tréficos,

tais como bactérias, microcrustaceos, algas e plantas (GIROTTI et al., 2008).

2.4.1. Artemia sp.

Artemia € um género de microcrustaceo zooplanctdnico encontrado em uma
grande variedade de sistemas aquaticos, de pantanos a lagos, servindo de alimento
para peixes (BUSTOS-OBREGON; VARGAS, 2010). Por serem organismos
filtradores, possuem elevada interacdo com o ambiente aquatico, incluindo a
exposicdo a poluentes ambientais. Larvas de Artemia sp. sdo sensiveis a
substancias toxicas (MILHEM; AL-HIYASAT; DARMANI, 2008) e sdo comumente
empregadas em ensaios ecotoxicoldgicos. Algumas vantagens em testes com
Artemia sp. sdo o0 baixo custo, economia de tempo e a nao necessidade de
equipamentos especiais (ALMEIDA; CORSO, 2014).
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2.4.2. Microtox

A utilizacdo de bactérias para ensaios de toxicidade é considerada vantajosa
devido a economia, rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade. Bactérias
luminescentes sdo geralmente a escolha primaria em bateria de testes que
envolvem grande numero de amostras. O Vibrio fischeri, empregado em analises
com o equipamento luminébmetro Microtox, é a bactéria luminescente mais utilizada
para analises de toxicidade aguda, por ser bastante sensivel a uma gama de
compostos quimicos, em comparacao com outros métodos de avaliacdo, incluindo

0s quimicos ou de inibicdo enzimética (GIROTTI et al., 2008).

2.5. Planejamento experimental

O planejamento experimental € uma abordagem estatistica (RODRIGUES;
MADEIRA; BOAVENTURA, 2009) que possibilita avaliar a influéncia de diversas
variaveis independentes (LEVIN; FORCHIASSIN; VIALE, 2005) na resposta de uma
variavel dependente em um processo, permitindo, além da avaliacdo da interacéo
entre as variaveis, a diminuicdo do numero de experimentos realizados e,
consequentemente, dos custos, bem como economia de tempo (BALLANTYNE;
VAN OORSCHOT; MITCHELL, 2008).

Estudos que empregaram o desenho experimental na otimizagdo de
degradacdo de poluentes ambientais ressaltam a eficiéncia desta abordagem.
Bonugli-Santos et al. (2016) demonstraram que na biodegradacédo do corante Preto
Reativo 5 pelo basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI 1063, o emprego do
planejamento experimental, sob condi¢cdes salinas, resultou em elevada taxa de
degradacéo (98 %) e descoloracdo (94 %), apOs sete dias de experimento, sem a
geracdo de compostos mutagénicos.

Shuib et al. (2016) avaliaram a degradacdo do corante RBBR pelo fungo
basidiomiceto Marasmius cladophyllus MS8, utilizando planejamento experimental
do tipo Plackett-Burman. Das onze variaveis analisadas, os autores ressaltaram a
influéncia de apenas quatro na degradagdo do corante e atingiram valores de 91 %
de remocé&o em solo, apos 15 dias de experimento.

De acordo com Magrini (2012), o planejamento experimental e sua analise

estatistica mostraram ser uma ferramenta importante para os estudos de
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degradagédo dos HPAs pireno e benzo[a]pireno pelo fungo de origem marinha
Marasmiellus sp. CBMAI 1062, agregando confiabilidade aos resultados.

A aplicacdo do delineamento experimental na otimizacdo do processo de
degradacéao de pireno pelo fungo Chaunopycnis alba CBMAI 1346 foi eficiente, uma
vez que houve um aumento de cerca de 1,5 vezes (33 %) na degradacédo do HPA
pelo fungo, atingindo 94,54 % de degradacao (VASCONCELOS, 2015).

No estudo conduzido por Duarte (2016), referente a destoxificacdo de Oleo
diesel e petréleo por consércios microbianos de origem marinha, o planejamento
experimental e sua anadlise estatistica permitiram estabelecer condicbes mais
adequadas para a atuacdo dos micro-organismos do consorcio (Aspergillus
sclerotiorum CBMAI 849, Cladosporium cladosporioides CBMAI 857, Bacillus subtilis
CBMAI 707 e Cryptococcus laurentii CRM 707), o qual foi capaz de destoxificar
cerca de 80 % do Oleo diesel (2 %), apdés 21 dias de cultivo, quando incubado

apenas com extrato de malte como fonte de carbono adicional.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de consorcios microbianos constituidos por fungos
filamentosos isolados de invertebrados marinhos e bactérias recuperadas de

reservatorio de petréleo na destoxificacdo de poluentes ambientais.

3.2. Objetivos especificos
o Estruturar os consorcios microbianos e realizar analises de antagonismo, bem
como realizar a selecdo do melhor consoércio, considerando a andlise de
destoxificacdo dos poluentes ambientais (corante RBBR, 6leo diesel e HPAS),
descoloracdo e adsorcdo do corante pela biomassa microbiana, biomassa seca e
atividade de enzimas ligninoliticas.
o Otimizar o processo de destoxificacdo/descoloracdo do corante téxtii RBBR
por meio de desenho experimental, avaliando a influéncia de diferentes fatores.
o Validar a melhor condicdo de destoxificacdo/descoloracéo obtida, assim como
realizar ensaios complementares de adsorcdo pela biomassa, biomassa seca e
atividade de enzimas ligninoliticas.
o Avaliar a degradacdo do corante RBBR nas condicbes otimizadas de
destoxificacado/descoloragao, utilizando espectroscopia (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy - FTIR).
. Analisar a expressao de genes de enzimas possivelmente envolvidas na
degradacdo de poluentes organicos, a partir da analise de metatranscriptoma do
consoércio selecionado, cultivado nas condigcbes otimizadas de
destoxificacdo/descoloragdo do corante RBBR (tanto na presenga quanto na

auséncia do corante).
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CAPITULO |

ESTRUTURACAO DE CONSORCIOS MICROBIANOS MARINHOS E SELECAO
DO MELHOR CONSORCIO DESTOXIFICADOR DE POLUENTES AMBIENTAIS

1. INTRODUCAO

Os poluentes organicos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
corantes téxteis, pesticidas e metais pesados sdo liberados continuamente no
ambiente, derivados de atividade antropica. Muitos desses poluentes sao
recalcitrantes, interferindo nos processos naturais de regeneracdo do ambiente e
podendo se acumular especialmente em solos, sedimentos e material particulado
(BOUHAJJA; AGATHOS; GEORGE, 2016).

A biorremediacdo pode ser definida como o processo pelo qual os micro-
organismos sao estimulados a degradar rapidamente os poluentes organicos
nocivos para niveis ambientalmente seguros de solos, sedimentos, substancias,
materiais e aguas subterraneas (SINGH, 2014).

Os micro-organismos ndo possuem mecanismos metabodlicos para mineralizar
sozinhos a maioria dos poluentes ambientais. A mineralizacdo completa, processo
em que o poluente é transformado em CO, e H,0O, resulta de processos
degradativos sequenciais realizados por um consorcio microbiano que envolve
sinergismo e co-metabolismo (SINGH, 2014).

Desta forma, diante da problematica dos poluentes ambientais e da
possibilidade de utilizacdo de micro-organismos na destoxificacdo e degradacao de
tais compostos, a etapa inicial deste trabalho objetivou a estruturacéo de consorcios
microbianos e selecdo do consorcio com melhor capacidade para destoxificar
poluentes ambientais, incluindo o corante téxtii RBBR, o 6leo diesel e os HPAs

benzo[a]pireno e pireno.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-organismos

Neste trabalho, foram utilizados quatro fungos filamentosos previamente
isolados e estudados quanto a capacidade de degradacdo dos HPAs pireno e
benzola]pireno (isoladamente), no ambito dos projetos Fapesp 05/51213-8 “Fungos
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derivados de ambientes marinhos: isolamento, caracterizacdo taxondmica e
avaliacdo do potencial biotecnoldgico” coordenado pela Profa. Dra. Lara Sette
(UNESP/RC) e Tematicos Fapesp 05/60175-2 e 10/50190-2, “Descoberta e
desenvolvimento de potenciais agentes quimioterapéuticos a partir de invertebrados
marinhos e de microrganismos associados” e “Investigagdo do potencial
biotecnolégico e metabdlico de organismos marinhos para processos de
biorremediacdo e producdo de substancias com atividades anti-virais, anti-
Leishmania e anti-inflamatéria”, coordenados pelo Prof. Dr. Roberto Berlinck (USP-
SC) (Tabela 1). Também foram empregadas duas bactérias recuperadas de
reservatorio de petréleo (off-shore), previamente selecionadas pela capacidade de
degradar hidrocarbonetos e/ou produzir biossurfactantes (EPS), no ambito do
Projeto PETROBRAS - Estudo Multidisciplinar de Biodegradacéo, coordenado pelo

Prof. Dr. Francisco de Assis Machado Reis (IQ/ UNICAMP) (Tabela 1).

Tabela 1. Micro-organismos selecionados para o estabelecimento dos consorcios —
descricéo de suas propriedades e fonte de isolamento.

Fonte de

Micro-organismo Propriedades Referéncias

isolamento

Fungos filamentosos

(1) Mucor racemosus Mussismilia hispida  Degradagdo  (PASSARINI et al.,
CBMAI 847 (cnidario) de pireno e 2011)
Bap
Atividade (BONUGLI-
ligninolitica SANTOS;
DURRANT;
SETTE, 2010)
(2) Aspergillus sclerotiorum Palythoa variabilis Degradacdo  (PASSARINI et al.,
CBMAI 849 (cnidério) de pireno e 2011)
Bap
Atividade (BONUGLI-
ligninolitica SANTOS;
DURRANT;
SETTE, 2010)
(3) Cladosporium Palythoa Degradagdo  (PASSARINI et al.,
cladosporioides caribaeorum de pireno e 2011)
CBMAI 857 (cnidério) Bap
Atividade (BONUGLI-
ligninolitica SANTOS;
DURRANT;

SETTE, 2010)
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(4) Marasmiellus sp. Amphimedon viride  Producéo de (BONUGLI-
CBMAI 1062 (esponja) Lacase SANTOS et al.,
2010)
Atividade
ligninolitica e (BONUGLI-
descoloracéo SANTOS;
de corante DURRANT;
téxtil SETTE, 2012)
Degradacéo
de pireno e Magrini (2012)
Bap
Bactérias
(5) Bacillus subtilis Petréleo altamente Degradacdo (DELLAGNEZZE et
CBMAI 707 degradado de fenantreno al., 2016;
VASCONCELLOS
Producéo de et al., 2011)
EPS
(6) Dietzia maris Petréleo altamente Degradagdo (DELLAGNEZZE et
CBMAI 705 degradado de n- al., 2014;
octadecanoe VASCONCELLOS
de fenantreno et al., 2011)

+n-
octadecano

2.2. Teste deinibicdo entre micro-organismos propostos para comporem 0s

consoércios microbianos

O teste de inibicdo (antagonismo) foi realizado em placas contendo agar

malte 2 % (MA2: 20 g/L de extrato de malte e 15 g/L de agar) para os fungos

filamentosos e agar nutriente (NA: peptona 5 g/L; NaCl 5 g/L; extrato de carne 1,5

g/L; extrato de levedura 1,5 g/L e agar 15 g/L) para as bactérias. Para tanto, as

placas contendo o meio de cultura foram cortadas em formato de cruz com auxilio

de um bisturi (Figura 4). Ao centro e nas extremidades os micro-organismos (MO)

foram inoculados, deixando uma das extremidades

livre como controle do

crescimento do micro-organismo central. As placas foram incubadas por sete dias a

28 °C.
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Figura 4. Esquema demonstrativo do teste de inibicdo entre 0s micro-organismos
selecionados para a estruturag@o dos consorcios. No centro e nas trés extremidades
foram inoculados os micro-organismos, ficando uma extremidade livre (controle)
para crescimento do organismo central.

Controle

—

MO MO MO

e——
e

MO

2.3. Estruturacdo dos consorcios microbianos

Os consércios microbianos foram  estruturados, considerando as
caracteristicas dos micro-organismos (previamente estudadas) referentes a
capacidade de degradacdo de poluentes ambientais, quando aplicados
isoladamente, a origem de cada micro-organismo (Tabela 1) e pela interacdo dos
micro-organismos nos testes de inibicdo de crescimento. Foram propostas oito
combinacdes distintas de consorcios microbianos marinhos (Tabela 2), de forma a
se obter sinergismos das atividades dos micro-organismos, para os estudos de

destoxificacao dos poluentes.

Tabela 2. Consorcios microbianos estruturados em diferentes combinacgdes e os
respectivos micro-organismos constituintes.

Consércio  Micro-organismos

1 (1) Mucor racemosus + (4) Marasmiellus sp. + (5) Bacillus
subtilis

2 (1) Mucor racemosus + (4) Marasmiellus sp. + (6) Dietzia maris

3 (1) Mucor racemosus + (4) Marasmiellus sp. + (5) Bacillus
subtilis + (6) Dietzia maris

4 (1) Mucor racemosus + (3) Cladosporium cladosporioides + (4)
Marasmiellus sp. + (5) Bacillus subtilis

5 (1) Mucor racemosus + (3) Cladosporium cladosporioides + (4)
Marasmiellus sp. + (6) Dietzia maris

6 (1) Mucor racemosus + (3) Cladosporium cladosporioides + (4)

Marasmiellus sp. + (5) Bacillus subtilis + (6) Dietzia maris
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7 (1) Mucor racemosus + (2) Aspergillus sclerotiorum + (3)
Cladosporium cladosporioides + (4) Marasmiellus sp.
8 (4) Marasmiellus sp. + (5) Bacillus subtilis + (6) Dietzia maris

2.4. Cultivo dos micro-organismos e estruturacdo do experimento de

destoxificacdo e descoloracéo dos poluentes ambientais

Os experimentos com 0s oito consorcios foram estruturados da seguinte
maneira: os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo agar malte 2 %
(MA2), durante sete dias. Apd6s esse tempo, dois cilindros de 0,5 cm foram
transferidos para frascos Erlenmeyers contendo 10 mL de meio suplementado
(ZINDER et al., 1984) com modificagdes (NH4CI 1 g/L; K;HPO,4 0,4 g/L; MgCl,.6 H,O
0,1 g/L; extrato de levedura 0,5 %; 10 mL/L de solucéo tragco em pH 7 (FeCl,* 4 H,0
0,4 g/L; MnCl; * 4 H,0 0,1 g/L; CoCl, * 6 H,O 0,17 g/L; CaCl, 0,02 g/L; H3BO3 0,02
g/L; molibdato de sodio 0,01 g/L), modificada de Zeikus (1977); adicionado de
glicose 1 %). Os frascos contendo os fungos foram cultivados por trés dias a 28 °C,
sob agitacdo de 140 rpm (pré-indculo). As bactérias foram cultivadas em placa de
Petri contendo agar nutriente (NA) por 48 h a 28 °C. Apds esse periodo, uma alcada
das colbnias de bactérias foi transferida para tubo de ensaio contendo 10 mL de
meio (nas mesmas condi¢cdes daquele utilizado para os fungos filamentosos),
suplementado com 0,1 % (v/v) de solucdo vitaminica (2 mg biotina; 2 mg &cido
félico; 5 mg cloridrato de tiamina; 5 mg acido nicotinico; 5 mg pantotenato de calcio;
10 mg cloridrato de piridoxina; 0,1 mg vitamina B12 e 5 mg &cido lipoico, por litro de
agua deionizada), a qual foi filtrada em membrana de 0,22 um (DE
VASCONCELLOS et al., 2009). Apos 24 h de cultivo a 140 rpm e 28 °C, foi medida a
densidade optica em espectrofotdmetro em 600 nm e 1 mL da suspenséao de células
de densidade 6ptica de 0,4 foi considerada para compor 0s consoércios nos ensaios.
Foram adicionados, individualmente, aos frascos Erlenmeyers contendo 50 mL de
meio suplementado e o consoércio microbiano, 500 ppm de RBBR, 1 % de oleo diesel
(esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 um) ou 0,02 mg/mL de BaP. Os
frascos foram mantidos em incubadoras de agitacdo durante sete dias, a 140 rpm e
28 °C. Foram também preparados controles contendo o meio de cultivo com o0s
micro-organismos na auséncia de poluentes. Apds o periodo de incubacéo, foram

realizadas as analises descritas nos itens 2.5 a 2.9.
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2.5. Biomassa seca

Tubos do tipo Falcon foram previamente secos em estufa a 105 °C por 18 h e
a massa desses tubos foi medida e anotada. Os experimentos com 0S consorcios
microbianos foram centrifugados por 15 min, 13416 g e 4 °C nos tubos previamente
secos. O sobrenadante foi reservado e a massa de micro-organismos foi seca em
estufa a 105 °C por 18 h. A massa seca (tubo + micélio secos) foi novamente
medida. A biomassa seca foi determinada pela diferenca entre a massa final (tubo +

micro-organismos secos) e a massa inicial do tubo tipo Falcon seco.

2.6. Anélise de toxicidade aguda

2.6.1. Microtox
A avaliacdo da destoxificacdo dos compostos estudados (RBBR e diesel) foi

realizada por meio da andlise de toxicidade aguda em Microtox 500. A técnica
consiste na exposi¢cdo da bactéria Vibrio fischeri a uma amostra, a qual acusa a
toxicidade com auxilio do equipamento Microtox 500. Para tanto, foi realizada uma
suspensao inicial da bactéria liofilizada em tamp&o de reativacéo (10° células/mL).
Posteriormente, foi feita uma primeira diluicdo da bactéria, sendo 150 pL transferidos
para 1500 pL de NaCl 2 %. A partir dessa diluicdo, 100 pL foram transferidos para
cubetas e verificada a luminescéncia da bactéria (T0O). Um volume de 2500 uL da
amostra foi misturada com 250 puL de NaCl 22 %, e a mistura foi utilizada para a
confeccdo de diluicdes seriadas (1:1). Para o controle foi utilizado NaCl 2 %. As
diluicdes (900 pL) foram transferidas para as cubetas contendo 100 pL de bactéria.
A leitura em lumindmetro foi realizada em tempos de 5, 15 e 30 min. Os resultados
da leitura da luminescéncia da bactéria V. fischeri foram avaliados em programa
especifico do equipamento Microtox 500, no qual foram gerados dados de dose-
resposta e determinado o ECsp (concentracdo que inibe em 50 % a luminescéncia da
bactéria).

A classificacédo de toxicidade das amostras foi realizada de acordo com Bulich
(1992), com base nos dados da Tabela 3.
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Tabela 3. Classificacdo das faixas de toxicidade aguda segundo Bulich (1992).

Grau de Toxicidade

ECso (%) Classificacao
<25 Muito toxica
25 —-50 Toxica

51 — 75 | Moderadamente toxica

>75 Levemente toxica

2.6.2. Artemia sp.
Os ovos de Artemia sp. foram adquiridos em estabelecimento de produtos

para aquario e foram colocados em Placa de Petri (0,2 g) contendo 40 mL de agua
do mar artificial (ASW: MgCl,.6H,0 (11,91), CaCl,.2H,0 (1,66), SrCl,.6H,O (0,02),
NaCl (26,32), Na,SO, (4,41), KCI (0,75), NaHCO3 (0,22), KBr (0,11), H3BO3 (0,03)
em g/1,1L de agua destilada) (KESTER et al., 1967). A placa foi recoberta com filme
plastico (com pequenos orificios para aeracao) e colocada sob luz artificial por 48 h.
Apods esse tempo, as larvas eclodidas foram empregadas em ensaios de toxicidade
da seguinte maneira: 10 larvas foram colocadas em contato com 3 mL de amostra
do consércio, com e sem poluente. Controles de meio suplementado na auséncia e
presenca do poluente foram também testados. Houve correcdo da salinidade das
amostras utilizando 10 % (v/v) de solucdo NaCl 30 %. ApGs 24 h, foi verificada a
porcentagem de larvas sobreviventes. Todos o0s ensaios foram realizados em
triplicata. Os resultados obtidos na avaliacdo da toxicidade realizada com Artemia
sp., foram submetidos a testes estatisticos de proporcionalidade (qui-quadrado),
para estimar a diferenca significativa (nivel de 5%) existente entre o controle (meio
suplementado + poluente) e os consorcios.

Para o BaP, foi realizado o experimento de toxicidade com o microcrustaceo
Artemia sp. como indicador, tendo em vista os resultados incoerentes para esse
poluente com o equipamento Microtox, devido a coloragdo amarelada e turbidez das
amostras. Diante dos problemas enfrentados com a auséncia de toxicidade de BaP,

diferentes concentracbes de Pireno e BaP (Pireno: 0,04 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,12
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mg/mL e BaP: 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,14 mg/mL) foram, adicionalmente,

avaliadas pelo teste de toxicidade com Artemia sp..

2.7. Atividade das enzimas ligninoliticas dos consdrcios microbianos frente
aos diferentes poluentes
Os caldos enzimaticos (apés sete dias de experimento, a 140 rpm e 28 °C)
foram obtidos por centrifugacdo por 15 min, 13416 g e 4 °C e as atividades das
enzimas ligninoliticas (lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase) foram

determinadas de acordo com o0s protocolos abaixo descritos.

2.7.1. Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da lignina peroxidase foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS a
partir do aldeido veratrilico produzido (g31onm= 9300M™ cm™) na oxidacéo do &lcool
veratrilico, usado como substrato. A mistura foi composta de 0,8 mL de tampé&o
tartarato de sédio 125 mM pH 3,0; 0,5 mL de alcool veratrilico 10 mM; 0,5 mL de
peréxido de hidrogénio 2 mM e 0,5 mL do caldo enzimatico. A reacao foi iniciada
adicionando o peréxido de hidrogénio e o aparecimento do aldeido veratrilico foi
determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm, ap6s 10 min de reagdo (ARORA,
GILL, 2001).

2.7.2. Manganés Peroxidase (MnP)

Esta atividade foi quantificada pelo método modificado de Wariishi, Valli e
Gold (1992) com a adi¢éo de 50 pL de H,0O, (2 mM) em 0,8 mL de tampao malonato
de sodio (60 mM; pH 4,5), 50 yL de MnSO4 (10 mM), e 0,1 mL de caldo enzimatico.
A formac&o do complexo Mn*3-malonato foi acompanhada a 270 nm (¢ = 11590 M™*

cm™), apés 5 min de reacao.

2.7.3. Lacase

A atividade enzimatica de lacase foi determinada pela oxidagdo do 2,2-azino-bis-
etilbenthiazolina (ABTS): a mistura foi composta de 0,3 mL de tampé&o acetato de
sédio 0,1 M (pH 5,0), 0,1 mL de solucdo de ABTS a 0,03 % e 0,6 mL do caldo
enzimatico (BUSWELL; CAl; CHANG, 1995). A oxidacdo do ABTS foi medida pelo
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monitoramento do aumento da absorbancia a 420 nm, apos 10 min de incubacédo a
37 °C.

Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 ymol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi
expressa em U/L do caldo enzimatico e os célculos realizados a partir da equacgéo

descrita abaixo, derivada da Lei de Beer-Lambert:

UL =AAXxV x10%/exR xt, onde:

AA  diferenga entre a absorbancia final e a inicial

Vv volume da reacédo (0,001 L em todos os casos)
10  converte os mols de € para pmols

£ coeficiente de extingdo (M* cm™)

R guantidade de caldo enzimatico (L)

T tempo de reacdo (min)

2.8. Descoloracao do corante téxtil RBBR

As analises de descoloracdo do corante RBBR foram realizadas de acordo
com Bonugli-Santos, Durrant e Sette (2012). Para tanto, os ensaios foram
centrifugados, os sobrenadantes foram diluidos em agua deionizada na proporgéo
1:10 e as absorbéancias foram medidas em espectro de comprimento de onda
variando de 400 nm a 800 nm, tanto para o controle (meio suplementado + 500 ppm
de corante) quanto para os sobrenadantes dos ensaios. No pico de absorbancia
maxima do corante (594 nm) foi avaliado o percentual de descoloracéo, de acordo
com a seguinte formula:

Descoloracéao (%) = Abs inicial — Abs final x 100
Abs inicial

2.9. Adsorcéo do corante téxtil RBBR pela biomassa
Os micro-organismos foram cultivados conforme item 2.4. Ao final de trés dias
de pré-indculo fangico, os micro-organismos foram reunidos na composicdo dos

consorcios e autoclavados por 45 min, 120 °C e 1 atm para inativacdo microbiana e
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enzimatica. O corante RBBR (500 ppm) foi adicionado e o experimento foi mantido
por sete dias a 28 °C e 140 rpm. Os cultivos foram centrifugados, o sobrenadante foi
diluido na proporcéo 1:10 e as absorbancias foram medidas em amplo espectro (400
nm a 800 nm), tanto para o controle (meio suplementado + 500 ppm de corante)
quanto para os consorcios inativados. No pico de absorbancia méxima do corante
(594 nm) foi avaliado o percentual de adsorcdo pela biomassa, de acordo com a
seguinte férmula:

Adsorcéo (%) = Abs inicial — Abs final x 100
Abs inicial

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste deinibicdo dos micro-organismos

A produgdo de compostos antimicrobianos por micro-organismos ocorre com
frequéncia e pode ser considerado um fator limitante nos estudos de consércios
microbianos. Assim, visando avaliacdo das interacdes microbianas antes da
estruturagcdo dos consorcios, foram realizados testes de inibicdo dos micro-
organismos selecionados (Tabela 1).

Os resultados dos testes de inibicdo revelaram a boa interacdo entre os
micro-organismos, ndo havendo presenca de halo de inibicdo e permitindo a
sobreposicdo do crescimento dos micro-organismos testados (Figura 5). Os
resultados de inibicdo em meio solido, revelaram que ndo houve restricdes nas
combinag¢des microbianas a serem estruturadas nos consorcios.

Com base nos resultados dos testes de inibicdo microbiana (Figura 5), nas
caracteristicas de degradacédo de poluentes ambientais e a origem de cada um dos
micro-organismos estudados (Tabela 1), foram propostas oito combinacgdes distintas
de consaorcios microbianos, as quais estdo apresentadas na Tabela 2.

Apds o0s experimentos em que 0s consorcios foram expostos aos poluentes
ambientais propostos, foram realizadas diversas analises e o0s resultados estdo

separados em secdes, de acordo com o poluente empregado.
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Figura 5. Testes de inibicdo (antagonismo) entre 0S micro-organismos pPropostos
para estruturacdo dos consorcios. Todos os quatro fungos filamentosos e as duas
bactérias foram testados entre si em meio malte 2 % (A-H) e as duas bactérias em
agar nutriente ().

A

Acima: controle
Esquerda: A. sclerotiorum
Abaixo: M. racemosus
Direita: C. cladosporioides
Centro: Marasmiellus sp.

c

Acima: controle

Esquerda: M. racemosus
Abaixo: Marasmiellus sp.
Direita: C. cladosporioides
Centro: A. sclerotiorum

E

Acima: controle

Esquerda: A. sclerotiorum
Abaixo: controle

Direita: C. cladosporioides
Centro: B. subtilis

G

Acima: controle
Esquerda: M. racemosus
Abaixo: controle

Direita: Marasmiellus sp.
Centro: B. subtilis

|
Acima: B. subtilis
Abaixo: D. maris

B

Acima: controle

Esquerda: A. sclerotiorum
Abaixo: C. cladosporioides
Direita: Marasmiellus sp.
Centro: M. racemosus

D

Acima: controle

Esquerda: Marasmiellus sp.
Abaixo: M. racemosus
Direita: A. sclerotiorum
Centro: C. cladosporioides

F

Acima: controle
Esquerda: C. cladosporioides
Abaixo: controle
Direita: A. sclerotiorum
Centro: D. maris

H

Acima: controle

Esquerda: Marasmiellus sp.
Abaixo: controle

Direita: M. racemosus
Centro: D. maris

3.2. Corante téxtil RBBR (500 ppm)
3.2.1. Biomassa seca

Os resultados da biomassa seca dos consoércios microbianos na presenca e
auséncia do corante RBBR estdo apresentados na Figura 6. Os consorcios 2, 4, 5,
6 e 8 apresentaram uma maior quantidade de biomassa nos experimentos com o
corante, quando comparado aos experimentos sem o corante. O contrario foi
observado para os consércios 1, 3 e 7. Pequenas diferencas podem ser explicadas
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pelas alteracdes do indculo inicial, principalmente para os fungos filamentosos, os
quais podem ter sido recuperados de uma area da Placa de Petri com mais ou
menos esporos ou miceélios, favorecendo ou ndo o desenvolvimento de uma maior
massa micelial. Diferencas mais significativas (consércio 1), podem estar
relacionadas com uma possivel inibicdo do crescimento dos micro-organismos em

meio liquido ou intoxicacao pelo poluente.

Figura 6. Biomassa seca dos consorcios microbianos incubados em meio liquido a
28 °C, por sete dias, na presenca e auséncia do corante RBBR.
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3.2.2. Descoloragéo

As taxas de descoloragdo do corante RBBR estdo apresentadas na Figura 7 e
demonstraram variacdo de 29 % (consércio 8) a 62 % (consércio 7). As elevadas
taxas de descoloracédo, em relagcdo ao controle (meio suplementado + RBBR 500,
sem os indculos microbianos), indicam a influéncia do metabolismo microbiano por
meio da producdo de enzimas envolvidas no processo de degradacédo de poluentes

ou uma possivel adsor¢ao do corante na biomassa microbiana.
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Figura 7. Percentual de descoloracdo do corante téxti RBBR pelos consorcios
microbianos, comparado aos resultados do teste controle (constituido de RBBR 500

ppm).
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Visando comprovacdo da descoloracdo enzimatica do corante RBBR,
experimentos de adsorcédo pela biomassa foram realizados e os resultados estao

apresentados a seguir.

3.2.3. Adsorcéo pela biomassa

As taxas de adsorcédo estdo apresentadas na Figura 8 e variaram de 2 %
(consorcio 3) a 20 % (consorcio 7). A analise do percentual de descoloracao real
apresentado na Tabela 4 (diferenga entre o percentual de descoloragcao “A” e de
adsorcdo pela biomassa “B”) demonstram que as taxas de degradacdo do corante
téxtil ocorrem em maior escala do que a adsorcédo pela biomassa, sugerindo uma
possivel acdo de enzimas microbianas no processo de descoloracdo do composto

estudado.
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Figura 8. Percentual de adsor¢cédo do corante téxtil RBBR pela biomassa morta dos
consércios microbianos, comparado ao teste com controle (contendo RBBR 500

ppm).
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Os consoércios 3, 4, 5 e 7 resultaram em uma descoloracao real de 35 a 47 %.
Esses resultados alcangcados sao promissores, visto que as condi¢des de cultivo séo
primarias e esse percentual pode ser otimizado, em condicBes de planejamento

experimental.

Tabela 4. Diferenca entre o percentual de descoloragcéo e adsorcao (pela biomassa
morta) do corante téxtil RBBR — descoloracéo real.

Descoloracéo Adsorcéo Descoloracéo
(%) (%) real (%)
A B A-B
Consorcio 1 31 12 19
Consorcio 2 40 14 26
Consorcio 3 37 2 35
Consorcio 4 47 7 40
Consorcio 5 55 8 47
Consorcio 6 42 13 29
Consorcio 7 62 20 42

Consorcio 8 29 6 23
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3.2.4. Atividade enzimética

Os resultados das analises das atividades das enzimas ligninoliticas (lacase,
lignina peroxidade e manganés peroxidase) estdo apresentados na Figura 9. Foi
observada atividade da enzima lacase em todos 0s oito consorcios, sendo 0s
maiores valores registrados para o0s consorcios onde o corante RBBR estava
presente, indicando a indugédo desta enzima na presenca do poluente e sugerindo a
sua possivel participacdo no processo de descoloracdo. O consorcio 8 apresentou
atividade mais expressiva de lacase (160 U/L). Para as outras enzimas ligninoliticas

(LiP e MnP), as atividades foram muito baixas ou ausentes.

Figura 9. Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase. LiP e MnP) dos ensaios
contendo 0s consorcios microbianos na presenca e auséncia do corante téxtil RBBR.
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3.2.5. Toxicidade aguda - Microtox

Os resultados de toxicidade aguda (ECso), ap0s a exposicdo dos
experimentos contendo corante téxtil RBBR a bactéria V. fischeri, para o tempo de
30 min, estdo apresentados na Tabela 5. As analises de toxicidade em equipamento
Microtox foram satisfatérias para o corante RBBR, sendo possivel obter resultados

coerentes entre o controle e 0s bioprocessos.
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De acordo com a classificagcdo adotada por Bulich (1992), o controle (meio
suplementado + RBBR) foi classificado como muito toxico, enquanto os consorcios 4
e 8 foram classificados como toxicos, os consorcios 1, 2, 6 e 7 como
moderadamente toxicos e 0s consorcios 3 e 5 como levemente téxicos (Tabela 3).

Na analise comparativa da toxicidade e descoloragéo real do corante (Tabela
4) a relacao entre descoloracdo e destoxificacdo foi verificada para o consércio 3, 5
e 7, 0s quais apresentaram toxicidade leve e moderada e descoloracdo entre 35 e
47 %. Entretanto, esta correlacédo nao foi evidenciada no consércio 4, o qual mesmo
apresentando uma boa taxa de descoloracao (40 %) foi classificado como téxico.
Em adicdo, para os consorcios 1, 2 e 6, considerados moderadamente toxicos as
porcentagens de descoloracdo nao foram tdo elevadas (19, 26 e 29 %,

respectivamente).

Tabela 5. Toxicidade aguda (ECso - %) das amostras representativas dos consorcios
microbianos contendo corante téxtil RBBR (destaque para o consaorcio 3).

Amostra ECso (%)

Controle 9,0
Consorcio 1 63,0
Consorcio 2 55,0
Consorcio 3 96,0
Consorcio 4 38,0
Consorcio 5 76,0
Consoércio 6 58,0
Consorcio 7 61,0
Consorcio 8 40,0

Com base nas analises de toxicidade aguda, pode-se inferir que 0s consorcios
que apresentaram toxicidade moderada a leve degradaram o0 corante em
intermediarios pouco toxicos para esse nivel tréfico. O consércio que apresentou
maior destoxificacdo do RBBR (consorcio 3) apresentou atividade de lacase em
torno de 13 U/L e descoloracédo de 35 %. As enzimas ligninoliticas, produzidas pelos
consorcios podem ter participado nesse processo. Entretanto, a maior producéo de
lacase foi obtida pelo consorcio 8 (160 U/L), o qual apresentou descoloracdo de 23
% e foi considerado téxico mesmo depois do bioprocesso. Desta forma, o0s
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resultados sugerem que outros fatores e outras rotas metabodlicas devem estar
envolvidos no processo de destoxificacdo/descoloracdo do corante RBBR.

Lu et al. (2016) estudaram a habilidade do fungo da podriddo branca
Ganoderma sp. En3 na descoloracéo de diferentes corantes téxteis (RBBR, indigo-
carmin e verde metil). Para o corante RBBR em diferentes concentracfes (1000,
2000, 4000, 5000, 6000 mg/L), os resultados revelaram elevados percentuais de
descoloracdo que foram entre 83,6 e 97,0 %, ap0s 96 h de cultivo. Os autores
destacaram que as elevadas concentracfes do corante RBBR utilizadas no estudo
nao inibiram o crescimento do fungo. Resultado similar foi também observado no
presente trabalho para a maioria dos consércios empregados. Em adicdo, os autores
afirmaram que a enzima lacase teve um papel importante na descoloracdo do
corante.

Em um outro estudo, Kunjadia et al. (2016) avaliaram a descoloragcao de trés
corantes (Coralene Golden Yellow - CGY, Coralene Navy Blue - CNB e Coralene
Dark Red - CDR) em distintas concentragbes (20, 50, 100 e 200 ppm) por
diferentes espécies do género Pleurotus, ao longo de 10 dias de experimento. Os
autores observaram que acima de 100 ppm as taxas de descoloracdo decairam e
atribuiram tal fato a toxicidade dos corantes que estaria influenciando o crescimento
celular. As atividades de lacase e MnP para Pleurotus durante a descoloracao foram
baixas e LiP nao foi produzida. Esses resultados sdo similares aos encontrados no
presente trabalho, onde foram observados baixos niveis de atividade das enzimas
ligninoliticas, sugerindo que outras rotas metabdlicas possam estar envolvidas no
processo de descoloracdo do corante. Cabe destacar que as concentracbes do
corante RBBR utilizadas no presente trabalho sé&o cerca de 40 vezes maior do que a
avaliada no estudo de Kunjadia et al. (2016), o que pode dificultar 0o processo de
descoloracéao.

Nos trabalhos anteriormente citados os autores ndo avaliaram a toxicidade da
solugcdo resultante da descoloragdo dos corantes empregados. A analise da
toxicidade & de extrema importancia, pois os intermediarios de degradacdo de um
poluente ambiental, muitas vezes, apresentam toxicidade mais elevada do que a do

composto parental.
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3.3. Oleo diesel
3.3.1. Biomassa seca

Os resultados das analises de biomassa seca na presenca e na auséncia de
Oleo diesel estdo apresentados na Figura 10 e indicam um incremento na biomassa
na presenca do poluente para todos os consorcios, com excec¢ao do consércio 8.
Embora o 6leo diesel seja um poluente de composi¢cdo quimica complexa e de
elevada toxicidade, sua presenca ndo apresentou influéncia negativa no crescimento
microbiano. Esses resultados sugerem que a formacdo de biomassa em ensaios
contendo o poluente pode ter sido favorecida pelo consumo do diesel como fonte de

carbono e energia para o crescimento e duplicagéo celular.

Figura 10. Biomassa seca dos consorcios microbianos incubados em meio liquido a
28 °C, por sete dias, na presenca e auséncia de diesel.
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3.3.2. Atividade enzimética

As atividades enzimaticas dos consorcios na presenga e auséncia do Oleo
diesel estdo apresentadas na Figura 11. Os resultados revelam um destaque para a
producdo da enzima manganés peroxidase na presenca de diesel (consorcios 2, 5, 7
e 8), sugerindo que o poluente pode ter agido como indutor de sintese dessa
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enzima. As outras enzimas ligninoliticas (lacase e lignina peroxidase) n&o

demonstraram atividade expressiva na presenca e auséncia do 6leo diesel.

Figura 11. Atividade enzimética (lacase, LiP e MnP) dos consoércios microbianos
contendo diesel como poluente e em sua auséncia.
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3.3.3. Toxicidade aguda - Microtox

Os resultados de toxicidade aguda (ECso), ap0s a exposicdo dos
experimentos contendo 6leo diesel a bactéria V. Fischeri, para o tempo de 30 min,
estdo apresentados na Tabela 6. O controle (meio suplementado + diesel) foi
considerado altamente toxico, de acordo com o0s parametros apresentados na
Tabela 3. O consorcio 3 apresentou novamente um valor maior de ECsp, entretanto,
nao houve modificacdo no padrdo de toxicidade dos consércios, apos sete dias de
experimento, ou seja, todos ainda foram considerados téxicos, baseando-se na
classificagao de Bulich (1992).

Desta forma, os resultados indicam que os consorcios nao foram eficientes na
degradacéo do diesel e/ou ndo foram capazes de formar compostos intermediarios
de menor toxicidade, apos sete dias de cultivo na presenca do poluente. Alguns
ensaios (consoércios de 4, 5, 6, 7, e 8) apresentaram toxicidade maior do que a do

controle.
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Tabela 6. Toxicidade aguda (ECsp - %) de amostras dos consoércios microbianos
contendo diesel (destaque para consorcio 3).

Amostra ECso (%)

Controle 5,0
Consorcio 1 5,0
Consorcio 2 9,0

Consorcio 3 14,0

Consorcio 4 2,0
Consorcio 5 2,0
Consorcio 6 3,0
Consorcio 7 1,0
Consoércio 8 2,0

O resultado de ECso do consorcio 3 pode ser indicativo de um possivel inicio
de destoxificacdo do poluente. Como sédo experimentos de sete dias, um tempo
maior (14 ou 21 dias) de exposicdo pode ser mais eficaz na destoxificacdo, bem
como experimentos de otimizacdo do processo podem melhorar estes indices. De
acordo com os resultados reportados por Duarte (2016), foi obtida a diminuicdo de
81 % na toxicidade do 6leo diesel (2 %) por consércio microbiano marinho apenas

apos a otimizacéo das condicdes de cultivo em 21 dias de experimento.

3.4. Benzo[a]pireno - BaP
3.4.1. Biomassa seca

Os resultados das andlises de biomassa seca na presenca e na auséncia de
BaP estdo apresentados na Figura 12, na qual pode ser observada uma pequena
diferenca entre a biomassa dos consorcios na presenca e na auséncia do poluente.
Assim como para 0 RBBR, essas diferencas foram sutis e podem ter ocorrido devido
aos indculos iniciais ndo serem homogéneos. Todos o0s consércios foram capazes

de se desenvolver bem na presenca e na auséncia do poluente.
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Figura 12. Biomassa seca dos consorcios microbianos incubados em meio liquido a

28 °C, por sete dias, na presenca e auséncia de BaP.
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3.4.2. Atividade enzimética

Os resultados das atividades das enzimas ligninoliticas (lacase, lignina
peroxidade e manganés peroxidase) estdo apresentados na Figura 13 e indicam
que, de maneira geral, houve uma producdo mais diversificada dessas enzimas na
presenca de BaP.

A atividade de MnP foi mais elevada na presenca do BaP para os consorcios
1, 3, 5 e 6, sugerindo uma possivel relacdo dessa enzima com a degradacdo do
poluente. Para os consorcios 3 e 4, foi observada uma maior producdo de lacase na
presenca de BaP, sugerindo também a participacdo desta enzima na degradacgéo do

HPA. A atividade de LiP foi baixa ou ausente em todos os consorcios avaliados.
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Figura 13. Atividade das enzimas ligninoliticas lacase, LiP e MnP dos consorcios
contendo BaP e em sua auséncia.
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3.4.3. Toxicidade aguda - Artemia sp.

Ensaios de toxicidade aguda com o microcrustaceo Artemia sp. foram
aplicados para os consorcios contendo BaP, pois os resultados de toxicidade em
Microtox foram incongruentes para este poluente, devido a ndo toxicidade para a
bactéria V. fischeri. Dados da literatura indicam que o ECsy de BaP € de
aproximadamente 8 mg/L em Microtox (EL-ALAWI et al., 2002; JACOBS et al.,
1993), e a concentragdo utilizada no presente trabalho foi praticamente trés vezes
maior (20 mg/L), n&o condizendo com os dados de toxicidade da literatura.

Os resultados obtidos com Artemia sp. estdo apresentados na Tabela 7, mas
também apresentaram incoeréncia, pois o controle (meio suplementado + BaP) e os
ensaios com 0s consorcios 4, 5, 6 e 7 contendo 0 poluente ndo apresentaram
toxicidade (n&o houve diferenca significativa, considerando p<0,05, comparados ao
controle). Os consorcios 1, 2, 3 e 8 demonstraram toxicidade, pois 0 numero de
individuos mortos diante as amostras destes consércios foi maior do que o do

controle.
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Tabela 7. Analise de toxicidade em Artemia sp. (percentual de individuos vivos) dos
consorcios contendo o poluente BaP e em sua auséncia, além de controles.

% de individuos vivos

Condicoes
Com BaP Sem BaP
Consorcio 1 46,7 67,0
Consorcio 2 23,3 70,0
Consorcio 3 16,7 60,0
Consorcio 4 73,3 96,7
Consorcio 5 80,0 100,0
Consorcio 6 80,0 83,3
Consoércio 7 63,3 83,3
Consorcio 8 3,3 10,0
Controle (Meio suplementado + 1 mg/50 mL BaP) 83,3
Meio suplementado 93,3

ApoOs a obtencdo destes resultados, foram avaliadas as toxicidades, utilizando
Artemia sp., para diferentes concentracdes de BaP e de pireno. O nimero amostral
de larvas de Artemia sp. que antes era de 10 individuos por réplica do ensaio, foi
elevado para 30 individuos, para garantir maior confiabilidade nas andlises
estatisticas.

Os resultados obtidos com BaP indicaram que o aumento da concentracdo do
poluente, reduziu 0 numero de individuos vivos, sugerindo toxicidade deste poluente
em Artemia sp. (Tabela 8). Os testes estatisticos foram aplicados e apresentaram
diferencas significativas entre o numero de individuos vivos na concentragao de 0,02
mg/mL e nas outras concentragdes analisadas. No entanto, para o pireno, todas as
concentracbes propostas demonstraram grande toxicidade ao microcrustaceo, visto
que a proporcao de individuos vivos foi bastante reduzida, mesmo para a
concentragéo de 0,04 mg/mL (Tabela 9).

Esses resultado indicaram que havia algo errado com o BaP, mesmo o
composto estando dentro do prazo de validade e apds a checagem com a empresa
fornecedora de que ndo houve problemas com o lote do BaP utilizado no presente
estudo. Considerando o acima exposto e o0s resultados coerentes de toxicidade para
o pireno, utilizando Artemia sp. (Tabela 9), o BaP foi substituido pelo pireno

(concentracao de 0,04 mg/mL), para a condugéo dos estudos posteriores.
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Tabela 8. Andlise de toxicidade de diferentes concentracdes de BaP em Artemia sp.
(percentual de individuos vivos).

Proporcéo de individuos vivos (%)

3 mg/50 mL 5 mg/50 mL 7 mg/50 mL
Meio suplementado 47,7 56,7 51,1
+ BaP
Meio suplementado 76,7

Tabela 9. Andlise de toxicidade de diferentes concentracdes de pireno em Artemia
sp. (percentual de individuos vivos).

Proporc¢éo de individuos vivos (%)

2 mg/50 mL 4 mg/50 mL 6 mg/50 mL
Meio sup!ementado 10,0 1,0 6.7
+ Pireno
Meio suplementado 76,7

A grande maioria dos trabalhos de descoloracdo/degradacdo de corantes
téxteis ndo faz mencéo aos niveis de toxicidade apds os biotratamentos. Segundo
Almeida e Corso (2014), o uso do microscrustacio Artemia sp. como bioindicador é
facil, econdmico e rapido, além de ndo requerer equipamento especial. Em adicdo
0s autores relatam que a tolerancia natural desse microscrutdceo € uma vantagem,
em relacdo aos bioindicadores menos adaptados a diferentes variacdes no ambiente
abidtico. No trabalho de Almeida e Corso (2014) a toxicidade do corante Procion
Red MX-5B foi avaliada antes e depois dos tratamentos com os fungos Aspergillus
niger e Aspergillus terreus. Os resultados revelaram que a biodegradacéo foi efetiva
na descoloragdo do corante, mas gerou metabdlitos téxicos, enquanto que a
biosorcao foi efetiva tanto na descoloracdo quanto na reducédo da toxicidade do
composto estudado.

3.5. Selecdo do melhor consércio destoxificador

Os resultados de biomassa seca na presenca e na auséncia dos poluentes
ambientais estudados foram de maneira geral, similares ou maiores na presenca dos
poluentes. Estes resultados indicam que 0s micro-organismos dos consércios foram

ao menos tolerantes aos compostos poluentes, demonstrando que a estratégia de
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utilizar micro-organismos, previamente selecionados como degradadores de
hidrocarbonetos, foi eficiente.

Quanto a producédo de enzimas ligninoliticas pelos consorcios na presenca e
na auséncia dos poluentes ambientais, os resultados foram diferenciados para os
trés poluentes estudados. Na presenca de RBBR, parece ter havido inducdo da
lacase para todos os consércios, visto que 0s mesmos apresentaram producdo
maior desta enzima nos experimentos contendo o corante téxtil. LiP ndo foi
detectada e MnP foi produzida em pequenas quantidades e principalmente na
auséncia do RBBR. As lacases produzidas por fungos marinhos tém sido reportadas
como enzimas associadas a descoloracdo/degradacao de corantes (BONUGLI-
SANTOS; DURRANT; SETTE, 2012; D’'SOUZA et al., 2006; RAGHUKUMAR, 2008).
Para os ensaios realizados com Oleo diesel, foi observado que a atividade
enzimatica de MnP foi mais expressiva na presenca do poluente, sugerindo a
participacdo da mesma na degradacdo do composto. A enzima lacase foi também
produzida em quantidades menores e, principalmente, na auséncia do diesel. LiP foi
produzida em quantidades muito baixas em apenas dois dos consorcios estudados.
A producdo de enzimas ligninoliticas na presenca e auséncia de BaP foi mais
diversificada. A enzima MnP apresentou atividades significativas e maiores na
presenca do poluente, para trés dos consorcios estudados, enquanto a lacase foi
produzida em quantidades menores na presenca e na auséncia do BaP. A enzima
MnP foi associada a degradacdo de poluentes ambientais por fungos de origem
marinha nos trabalhos reportados por Passarini et al. (2011) e Bonugli-Santos et al.
(2012). A inducéo de lacase pelo RBBR e de MnP pelo oleo diesel pode estar
associada com a composicdo quimica destes poluentes ambientais. Resultados
similares de producado de enzimas ligninoliticas (significativas atividades de lacase e
MnP e auséncia ou pouca atividade de LiP) foram obtidos em outros trabalhos do
grupo de pesquisa da Prof. Lara Sette (BONUGLI-SANTOS et al., 2010; MAGRINI,
2012) conduzidos com fungos marinhos, corroborando os resultados encontrados no
presente estudo, no qual a atividade de LiP foi ausente ou muito baixa em todos 0s
consorcios e para todos os poluentes estudados.

Com relacdo a toxicidade, os resultados indicaram que o consorcio trés (3)
apresentou maiores valores de ECs tanto para o corante téxtil RBBR quanto para o
Oleo diesel, nas analises realizadas em Microtox. Este consorcio é composto pelos
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fungos filamentosos Mucor racemosus CBMAI 847 (Filo Zygomycota), Marasmiellus
sp. CBMAI 1062 (Filo Basidiomycota) e pelas bactérias Bacillus subtilis CBMAI 707
(Filo Firmicutes) e Dietzia maris CBMAI 705 (Filo Actinobacteria). Esta composi¢cao
em quatro diferentes Filos microbianos pode ter favorecido a capacidade do
consércio em destoxificar os poluentes ambientais. Os resultados de destoxificacéo
de BaP utlizando Artemia sp. como bioindicador ndo foram levados em
consideracéo, tendo em vista as incoeréncias encontradas nas analises para este
composto. Cabe destacar que o consorcio 3 apresentou o quarto melhor resultado
de descoloragdo do RBBR (valor real, desconsiderando a taxa de adsorgéo pela
biomassa).

Considerando o fato de que a capacidade de destoxificacdo foi colocada
como sendo o parametro principal para a selecdo do melhor consércio microbiano,
desde o principio do projeto, bem como os resultados obtidos no presente trabalho,
o consorcio 3 foi selecionado como o melhor destoxificador de poluentes ambientais.
Desta forma, este consorcio foi submetido aos experimentos subsequentes de
avaliacdo de diferentes parametros e otimizacdo da destoxificagcdo de poluentes
ambientais, por meio da aplicagéo de planejamento experimental.

Os resultados obtidos na otimizacdo da destoxificacdo do 6leo diesel
atingiram aproximadamente 50% em sete dias de cultivo, apds serem empregados
trés planejamentos do tipo Plackett-Burman (dados ndo apresentados). Porém, na
validacdo do experimento que resultou na melhor condicdo de destoxificacdo (ensaio
10, PB3), os resultados das triplicatas foram bastante inferiores (média de 7%).
Desta forma, esse poluente néo foi considerado para a préxima fase do trabalho. Em
adicdo, em um outro estudo do grupo de pesquisa da Prof. Lara Sette, o consorcio
de micro-organismos marinhos constituido por Aspergillus sclerotiorum CBMAI 849,
Cladosporium cladosporioides CBMAI 857, Bacillus subtilis CBMAI 707 e
Cryptococcus laurentii CRM 707 apresentou cerca de 80 % de destoxificagdo do
Oleo diesel (2 %), apds 21 dias de cultivo (DUARTE, 2016) em meio de cultura
relativamente simples (extrato de malte como Unica fonte de carbono).

Os estudos de otimizacdo da destoxificacdo do pireno (substituto do BaP)
foram conduzidos no Trabalho de Concluséo de Curso da aluna Carla de Rezende
Leme (Engenharia Ambiental, UNESP/Rio Claro) intitulado “Aplicacédo de consorcio

microbiano marinho na destoxificacdo do pireno”, o qual foi desenvolvido em
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associacdo com o presente trabalho. Na otimizagdo do processo foi conduzido um
planejamento experimental do tipo Plackett-Burman e um DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional). O ensaio 17 do PB apresentou melhores resultados
de destoxificacdo e, na validacéo, a taxa de sobrevivéncia média das Artemias sp.
nas quadruplicatas dos ensaios, apds sete dias de cultivo, foi de 58,53 % (LEME,
2016). Experimentos adicionais foram realizados utilizando as condi¢cées do ensaio
17, poréem com algumas modificacbes (quantidade de indculo bacteriano passou a
ser 4 mL e o poluente foi colocado primeiramente em contato com a solucédo de
bactérias). Os resultados obtidos com o experimento 17 modificado, o qual continha
4 cilindros de 0,5 cm de cada fungo e 4 mL de cada bactéria, 1 g/50 mL de extrato
de malte, 0,73 mM/50 mL de fosfato de sédio monobasico (KH,PO,), 0,46 mM/50 mL
de riboflavina, 100 % (v/v) de agua do mar artificial em pH 8, revelaram que as
modifica¢des realizadas produziram um aumento de 10 % na taxa de sobrevivéncia
das artémias (68,53 %). Esses resultados indicam que as bactérias provocaram
transformacdes  iniciais no pireno que faciltaram uma  posterior
degradacdo/destoxificacdo pelos fungos filamentosos. Desta forma, ficou
evidenciada a importancia tanto das bactérias quanto dos fungos filamentosos do
consércio 3 no processo de destoxificacdo do pireno, visto que no experimento
controle, no qual havia apenas as bactérias, o resultado de destoxificacdo foi de
41,12 % (LEME, 2016).

O presente trabalho levou adiante os estudos de otimizacao da destoxificacao
e descoloracdo do corante téxtil RBBR. Este foi o poluente com melhores resultados
de destoxificacdo entre os trés compostos estudados e com resultados de
descoloracéo de 35% pelo consorcio 3.

No capitulo Il estdo apresentados e discutidos os resultados da avaliacdo de
diferentes fatores na destoxificacao e descoloracdo do RBBR, visando otimizacao do

processo.
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CAPITULO I

OTIMIZACAO DA DESTOXIFICACAO E DESCOLORACAO DO CORANTE
TEXTIL RBBR POR CONSORCIO MICROBIANO MARINHO, UTILIZANDO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

1. INTRODUCAO

Grandes quantidades de corantes sao produzidas e utilizadas na inddstria
téxtil, cosmética, de papel, couro, farmacéutica, de alimentos, entre outras (GONEN;
AKSU, 2009). Muitas vezes, os residuos provenientes de tais industrias séo
descartados no ambiente, antes de um pré-tratamento para remocdo da cor e da
toxicidade. Nesse contexto, é crescente a aplicacdo de processos biolégicos que
utilizam micro-organismos para remover contaminantes ambientais. Porém, é
necessaria a aplicacdo de métodos de otimizacdo desses processos, pois 0S
mesmos envolvem a interacéo de diversas variaveis (GONEN; AKSU, 2009).

O planejamento experimental implica em grande economia de tempo e
custos, devido a diminui¢cdo consideravel do nimero de ensaios necessarios ao
estudo de um processo influenciado por diversas variaveis (DENIZ, 2014), como o
caso da destoxificacédo, descoloracdo e/ou degradacéo de poluentes ambientais por
micro-organismos. Varios estudos reportados em literatura utilizam este método
(RODRIGUES; IEMMA, 2009). No presente capitulo, o consércio 3 (constituido pelos
fungos de origem marinha Mucor racemosus CBMAI 847 e Marasmiellus sp. CBMAI
1062 e pelas bactérias isoladas de petroleo Bacillus subtilis CBMAI 707 e Dietzia
maris CBMAI 705) foi utilizado nos experimentos de verificagdo da influéncia de
diferentes variaveis e otimizacdo da destoxificacdo do corante téxtii RBBR, por
planejamento experimental. Neste estudo foram aplicados indutores de producao
enzimatica e diferentes fontes de carbono e nitrogénio, para favorecimento da
destoxificacao/descoloracao do poluente.

A melhor condicao obtida entre os planejamentos experimentais foi validada e
0s experimentos complementares foram executados: andlises de adsor¢do do
corante pela biomassa, biomassa seca, atividade de enzimas ligninoliticas, bem
como analise qualitativa de degradacdo do corante RBBR, pela técnica de FTIR

(Fourier Transform Infrared Spectroscopy).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Planejamento experimental

Neste estudo, foi utilizado o planejamento experimental para investigar o
efeito das condi¢cdes de cultivo sobre o processo de destoxificagdo e descoloracao
do corante RBBR, bem como obter as condicfes necessarias para essa finalidade
(condicao otimizada). Foram empregados dois planejamentos do tipo Plackett-
Burman (PB) (PLACKETT; BURMAN, 1946) e um DCCR (Delineamento Composto
Central Rotacional).

A capacidade de destoxificacdo de todos os ensaios dos planejamentos e do
DCCR foi avaliada utilizando a Artemia sp. como bioindicador, de acordo com o
método descrito no item 2.6.2. (Capitulo I), porém com um numero de 30 individuos
e 5 mL de amostra. A descoloracdo do poluente foi determinada para todos o0s
ensaios em UV/Vis espectrofotdbmetro, de acordo com o item 2.8. (Capitulo 1), sendo
o controle constituido de agua deionizada + corante (nas concentracoes
empregadas no PB1) e ASW + corante para o PB2 e o DCCR. Os ensaios dos
planejamentos experimentais ndo contém réplicas, exceto os pontos centrais, que
foram avaliados em quadruplicata.

A avaliacao do efeito das diferentes variaveis independentes empregadas nos
planejamentos experimentais Plackett-Burman, assim como no DCCR frente a
destoxificacdo e descoloracdo (variaveis dependentes) do corante RBBR foi
realizada utilizando o programa STATISTICA 8.0 (STATSOFT, INC. 2007), sendo

empregado p-valor < 0,1.

2.1.1. 1° Planejamento Plackett-Burman (PB1)

Inicialmente, 13 variaveis independentes foram avaliadas no primeiro
planejamento experimental Plackett-Burman (PB1), utilizando a matriz PB20
(ANEXO 1), totalizando 24 ensaios (incluindo quatro pontos centrais). As variaveis
independentes e as suas respectivas concentracdes estdo apresentadas na Tabela
10. Essas variaveis foram definidas de acordo com os resultados de destoxificacao e
descoloracao obtidos no presente trabalho, bem como em outro trabalho do nosso
grupo de pesquisa, previamente realizado para a degradacéo de RBBR por fungo de
origem marinha (BONUGLI-SANTOS; DURRANT; SETTE, 2012). Todas as

diferentes variaveis foram apresentadas em dois niveis, designados como -1 para o
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inferior e +1 para o superior (Tabela 10), de acordo com a matriz PB20 codificada
(ANEXO 1). Para a determinacéo do erro experimental, foram adicionados a matriz
quatro ensaios no ponto central. Para a obtencdo do indculo bacteriano, foi
considerada a DO de 0,4 em 600 nm (lida em UV/Vis espectrofotdbmetro) e para o
inoculo fangico cilindros de agar + micélio, conforme descrito no item 2.4 (Capitulo 1).
A salinidade esta representada pela porcentagem de agua do mar artificial (ASW)
utilizada nos ensaios, sendo 100 % de ASW representada por 3,5 % de salinidade e
50 % de ASW por 1,75 % de salinidade. A composicdo da ASW esta descrita no
item 2.6.2. (Capitulo I).

Tabela 10. Niveis das varidveis estudadas no 1° planejamento experimental
Plackett-Burman para o corante RBBR.

Nivel inferior ~ Ponto central  Nivel superior

Variavel 1 0 1
1. In6culo fungico

(cilindros de 0,5 cm) 2 3 4
2. Ino((r:rzjll_c/)skc))?;:tsnano 1 5 3
3. Glicose (g/50mL) 0 0,5 1
4. EXtr?é?Sg?n If)vedura 0 0.25 05
5. Peptona (g/50mL) 0 0,05 0,1
6. Ex;[g;\é% r?ﬁ_ )malte 0 05 1

7. Farelo de trigo (g/50mL) 0 0,25 0,5
8. Serragem (g/50mL) 0 0,25 0,5
9. CuSO4 (MM/50mL) 0 2 4
10. Guaiacol (mM/50mL) 0 1 2

11. Corante (ppm/50mL) 250 500 750
12. pH 6 7 8

13. Salinidade (ASW%) 0 50 100

2.1.2. 2° Planejamento Plackett-Burman (PB2)
O segundo planejamento do tipo Plackett-Burman (PB2) empregado avaliou a

influéncia de nove variaveis independentes sobre o processo de destoxificacdo e
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descoloracao do corante RBBR. Para tanto, foi utilizada uma matriz PB 16 (ANEXO
2), totalizando 20 ensaios (incluindo quatro pontos centrais). Na Tabela 11 estao
apresentadas as variaveis utiizadas no PB2 e suas respectivas
concentracfes/quantidades. Ao longo das analises dos planejamentos
experimentais, algumas variaveis foram eliminadas do processo ou foram fixadas em

uma devida concentragao.

Tabela 11. Niveis das variaveis estudadas no 2° planejamento Plackett-Burman para
o corante RBBR

Nivel inferior Ponto central Nivel superior

Vériavel
-1 0 +1
1. Inéculo fungico

(cilindros 0,5 cm) 2 3 4

2. Incz(r:rt]Jll_c/)S%?r(]:tSHano 5 3 4

3. EXtrZ;?Sg?n ILe)vedura 0 05 1
4. Peptona (g/50mL) 0 0,1 0,2

5. Extrato de malte (g/50mL) 0 1 2

6. Farelo de trigo (g/50mL) 0 0,5 1

7. Guaiacol (mM/50mL) 0 2 4
8. Corante (ppm/50mL) 500 750 1000

9. pH 6 7 8

2.1.3. DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional)

Como Uultima estratégia no processo de otimizacdo das condi¢bes de cultivo,
para elevar a destoxificacdo e descoloracdo do corante RBBR, foi empregado um
DCCR. Para tanto, foram consideradas somente duas variaveis: farelo de trigo e
concentracdo do corante. O DCCR foi composto pelos niveis inferior e superior, 0
ponto central, bem como os pontos axiais (matriz disponivel no ANEXO 3), os quais
estdo apresentados na Tabela 12, com suas respectivas concentracdes para as

variaveis analisadas.
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Tabela 12. Niveis das variaveis estudadas no DCCR para o corante RBBR.

Pof‘to Nivel Ponto Nivel Pohto

i4 axial inferior central superior axial
Variavel inferior P superior

141 B ° " +1,41

1. Farelo de trigo
(9/50mL) 0,59 1 2 3 341
2. Corante

(ppm/50mL) 397,5 500 750 1000 1102,5

2.2. Validagao experimental

A validacdo experimental consistiu em repetir o ensaio que apresentou a
melhor condicdo de destoxificacdo e descoloracdo para o corante RBBR ao longo
dos planejamentos realizados no intuito de confirmacdo da resposta obtida. Além
dos bioensaios, foram analisados controles constituidos por meio de cultivo
otimizado, com e sem o corante RBBR, e por meio de cultivo otimizado com os
micro-organismos do consorcio. Todas as condi¢des (bioensaio e controles) foram
realizadas em quadruplicata. Os experimentos da validagdo foram cultivados por
sete dias a 28 °C e 140 rpm. A biomassa seca dos experimentos de validac&o foi
determinada conforme descrito no item 2.5 (Capitulo 1), porém a biomassa foi seca
por 48h a 105 °C. O caldo enzimatico resultante dos experimentos de validac&o foi
avaliado quanto a descoloracdo e adsorcao pela biomassa, de acordo com os itens
2.8 e 2.9, respectivamente (Capitulo I) e a atividade enzimatica de lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase) foi quantificada, segundo os protocolos

descritos no item 2.7 (Capitulo I).

2.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Andlises de FTIR (Shimadzu FTIR-8300) foram realizadas para se obter,
qualitativamente, informacgdes sobre a possivel degradagédo do corante RBBR, apés
0 processo de biodegradacdo pelo consércio microbiano. Este método € uma
ferramenta Util para analisar os metabdlitos formados nos processos de
biodegradacédo de corantes (ALMEIDA; CORSO, 2014). Assim, para as analises de

FTIR, as amostras foram concentradas com auxilio de um concentrador de amostras
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e secas em dessecador. KBr foi macerado em contato com a amostra em uma
proporcdo de 10 mg da amostra: 200 mg de KBr. Essa mistura foi compactada em
discos e as analises foram executadas em regido média de infravermelho (400—-4000

cm™), com 32 scans e resolucéo de 4 cm™,

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. 1°Planejamento experimental (PB1)

Os resultados do primeiro planejamento Plackett-Burman (PB1l) estdo
apresentados na Tabela 13. Os percentuais de destoxificacdo e descoloracéo
variaram de 0 a 98 % e 26 a 85 %, respectivamente. Na Figura 14 estéo
apresentadas as curvas de descoloracdo do RBBR para todos os ensaios do PB1,
sendo as curvas agrupadas conforme a concentragdo de corante empregada no
ensaio do planejamento, tendo sido os percentuais de descoloragédo calculados a
partir do controle (agua deionizada + corante).

Em uma analise combinada, o ensaio 11 foi o que apresentou melhores
resultados de destoxificacdo e descoloracdo do corante RBBR pelo consércio
microbiano, atingindo 94 % e 82 %, respectivamente. Esse ensaio continha o
maximo da concentracédo do corante (750 ppm) empregada no PB1, demonstrando o

elevado potencial do consorcio no biotratamento deste corante.
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Tabela 13. Resultados de destoxificacdo e descoloracdo dos ensaios do PBI.
Destaque para os resultados de destoxificacdo e descoloracdo obtidos no ensaio 11.

PB1
Ensaios Destoxificacéo Descoloragéo

(% sobreviventes) (%)

1 0 68
2 0 26
3 28 62
4 10 27
5 89 77
6 0 85"
7 0 83°
8 0 51
9 24 48
10 08? 59
11 942 82°
12 3 54
13 91 75
14 0 75
15 0 52
16 13 69
17 6 69
18 9 59
19 0 75
20 96° 16
21°¢ 53 84°
22°¢ 33 84°
23°¢ 46 83°
24° 20 84°

a = melhores valores de destoxificacéo;
b = melhores valores de descoloragéo;
€ = pontos centrais



Figura 14. Curvas de descoloracdo do RBBR obtidas no PB1. Os ensaios estdo agrupados conforme a concentracdo do corante

empregada.
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Os resultados das andlises estatisticas da destoxificagcdo e descoloracéo,
apresentados nas Figuras 15 e 16, foram obtidos com o auxilio do programa
STATISTICA 8.0 (STATSOFT, INC. 2007). Esses resultados, juntamente com a
analise das condi¢cBes de cultivo do ensaio que apresentou o melhor resultado de
destoxificacdo e descoloragcédo (Tabela 13), foram a base para a estruturagcdo do
segundo planejamento Plackett-Burman (PB2).

Nenhuma variavel apresentou efeito significativo para a destoxificacdo do
poluente (Figura 15). No entanto, a salinidade apresentou efeito positivo, elevado
para a destoxificacdo, e efeito positivo, estatisticamente significativo, para a
descoloracdo (Figura 16). Em adicdo, no ensaio 11 esta varidvel estava em seu
maior nivel (100 % de ASW), representando 3,5 % de salinidade. Desta forma, a
variavel salinidade foi fixada para o proximo planejamento em 100 % v/v, ou seja, 0
volume total do ensaio (50 mL).

A glicose apresentou efeito negativo e nado significativo para ambas as
respostas e ndo estava presente no ensaio 11. Sendo assim, foi eliminada do
planejamento posterior, pois € um componente de alto custo para um processo
biotecnolégico. Serragem e CuSO, apresentaram efeito negativo para
destoxificagdo, mas demonstraram efeito positivo na descoloragdo do poluente.
Como essas duas variaveis estavam ausentes no ensaio 11, elas foram eliminadas

da etapa seguinte do experimento (PB2).
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Figura 15. Efeito das 13 variaveis estudadas no PB1 na destoxificacdo do RBBR.

(13)Salinidade
(4)Extrato de levedura
(3)Glicose
(11)RBBR

(1)Inéculo fungico
(10)Guaiacol
(5)Peptona
(8)Serragem
(6)Extrato de malte
(9)CuS0,

(2)Inéculo bacteriano

(7)Farelo de trigo

(12)pH

p<0.1
Efeito estimado - Destoxificagdo do RBBR

Figura 16. Efeito das 13 variaveis estudadas no PB1 na descoloracdo do RBBR.

(13)Salinidade 19.0
(9)CuSO, 13.:;
(8)Serragem 11.0 :
(7)Farelo de trigo 9.2
(12)pH -9.0
(6)Extrato de malte 8.4
(4)Extrato de levedura -8.2
(2)Inéculo bacteriano 8.0
(10)Guaiacol 7.0
(5)Peptona 6.2
(1)Inéculo fungico 58.0
(11)RBBR 1.6

(3)Glicose -0.8

p<0.1
Efeito estimado - Descoloragdo do RBBR

Com excec¢do do inoculo fungico e pH, as demais variaveis mesmo nédo
demonstrando efeito significativo, estavam presentes em maior nivel no ensaio 11.
Sendo assim, para o PB2, elas tiveram suas concentracdes elevadas nos pontos
centrais e no nivel superior +1 (Tabela 11).
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3.2. 2° Planejamento Experimental (PB2)

Os resultados de destoxificagdo e descoloragdo do corante RBBR dos
ensaios do PB2 demonstraram uma variacado na destoxificacdo entre 0 e 99 % e na
descoloracéo entre 32 a 86 % (Tabela 14). As curvas de descoloracdo do corante
RBBR estdo apresentadas na Figura 17. Neste planejamento, foi eliminado da
andlise estatistica um ensaio do ponto central, por este apresentar resultado
incongruente.

O ensaio 2 mostrou melhores resultados de destoxificacdo (91 %) e de
descoloracdo (86 %). Esses resultados foram bastante préximos aos obtidos no
ensaio 11 do PB1. Cabe ressaltar que, embora a concentracdo do corante
empregada nesse ensaio fosse de 500 ppm, menor do que a presente no ensaio 11
do PB1 (750 ppm), o meio de cultivo do ensaio 2 contém menos variaveis: somente
in6culos fungico (4 cilindros de cada fungo do consércio) e bacteriano (4 mL de cada
bactéria do consércio), farelo de trigo (1 g/50mL), 100 % (v/v) de ASW em pH 8,0.

Tabela 14. Resultados de destoxificacdo e descoloracdo dos ensaios do PB2.
Destaque para os resultados de destoxificacdo e descoloracao obtidos no ensaio 2.

PB2
Ensaios Destoxificacao Descoloragéao

(% sobreviventes) (%)

1 962 51
2 912 86°
3 0 60
4 0 63
5 0 65
6 46 62
7 38 65
8 20 62
9 25 82°
10 0 70
11 0 63
12 65 66
13 36 73
14 0 69
15 17 32
16 992 70
17¢ 14 77
18° 24 76
19° 30 76

a = melhores valores de destoxificacao;
b = melhores valores de descoloragéo;
C = pontos centrais.



Figura 17. Curvas de descoloracdo do RBBR obtidas no PB2. Os ensaios estdo agrupados conforme a concentracdo do corante

empregada.
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Os resultados dos efeitos das nove variaveis sobre as respostas
destoxificacao e descoloracdo do PB2, apresentados nas Figuras 18 e 19, revelaram
gue o extrato de levedura apresentou efeito negativo e significativo na destoxificagao
do poluente, assim como o guaiacol, o inéculo bacteriano, a peptona e a
concentragdo do corante RBBR. Por outro lado, o inéculo fungico apresentou efeito
positivo e significativo. Para a descoloragdo do poluente (Figura 19), somente o
in6culo bacteriano e o farelo de trigo demonstraram efeito significativo e positivo.

A condicdo de cultivo do ensaio 2 continha, além dos in6culos dos micro-
organismos, farelo de trigo, 100 % de ASW e pH 8,0. Desta forma, foi fixado para a
proxima etapa, ensaios utilizando a estratégia de DCCR, onde o inéculo flngico foi
usado em maior quantidade (4 cilindros de 0,5 cm de cada fungo do consércio),
assim como o indculo bacteriano (fixado em 4 mL de cada bactéria). O pH foi fixado
em 8,0. O farelo de trigo, estava presente em sua maior concentragéo (1 g/50mL) no
ensaio 2 e foi a primeira variavel selecionada para o DCCR. A concentracdo do
corante RBBR foi a segunda variavel contemplada para o DCCR. Mesmo com efeito
negativo para ambas as respostas no PB2, os resultados do PB1 evidenciaram o
potencial de destoxificacdo/descoloracdo de concentracbes mais elevadas do
corante. No ensaio 11 (PB1), aquele com melhores resultados de destoxificacdo e
descoloracao do corante, a concentracao do poluente era de 750 ppm.

Figura 18. Efeito das nove variaveis na destoxificacao do RBBR obtidos no PB2.
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(3)Extrato de levedura -50.13
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Figura 19. Efeito das nove variaveis na descoloracdo do RBBR obtidos no PB2.

(2)Indeulo bacteriano 11.12
(6)Farelo de trigo 10.62

(9)pH 8.12

(8)RBBR -5.87
(4)Peptona -5.37
(7)Guaiacol -3.37
(1)Inéculo fungico 3.12
(3)Extrato de levedura A 37
(5)Extrato de malte A3 37

p<0.1
Efeito estimado - Descolora¢do do RBBR

3.3. DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional)

Os resultados obtidos no DCCR estédo apresentados na Tabela 15 e para a
destoxificacdo ndo foram tao efetivos quanto os planejamentos anteriores, variando
de 18 a 68 % de larvas de Artemia sp. sobreviventes. Para a descoloracdo, os
resultados variaram de 85 a 92 %, acima daqueles percentuais encontrados para os
PB1 e PB2. As curvas de descoloracdo do RBBR estao apresentadas na Figura 20.

O ensaio 1 foi 0 que apresentou o melhor resultado de destoxificagcdo Nas
condi¢cBes do ensaio 1, a descoloracéo foi de 89 %. O ensaio 1 continha as mesmas
condi¢cBes do ensaio 2 do PB2: 1 g/50mL de farelo de trigo e 500 ppm de corante
RBBR. Porém, como o percentual de destoxificacdo foi abaixo do apresentado no
ensaio dois do PB2 (91 %) e o percentual de descoloracéo bastante proximo (86 %),
concluimos que o DCCR ndo foi eficaz para a destoxificacdo do poluente. E
importante salientar que em um processo que envolve descoloracao de corante, a
auséncia de cor nao é diretamente proporcional a auséncia de toxicidade, ja que
intermediarios de processos de biodegradacdo deste poluente podem apresentar

toxicidade mais elevada que o composto original (ALMEIDA; CORSO, 2014).



Figura 20. Curvas de descoloracdo do RBBR obtidas no DCCR. Os ensaios estao agrupados conforme a concentracao do corante

empregada.
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Tabela 15. Resultados dos ensaios do DCCR.

DCCR
Ensaios Destoxificagcao Descoloragéo
(% sobreviventes) (%)
1 68° 89°
2 41 85
3 532 92°
4 39 90°
5 36 88
6 24 88
7 38 85
8 18 92°
9° 26 90°
10° 38 89°
11¢ 40 90°
12° 42 90°

a = melhores valores de destoxificacéo;
b = melhores valores de descoloracéo;

C = pontos centrais.

As variaveis empregadas no DCCR néao foram estatisticamente significativas,
apresentando p > 0,1, conforme pode ser observado nas Figuras 21 e 22, tanto para
destoxificacdo quanto para descoloracdo do corante RBBR. Quando h& dados
estatisticos significativos do DCCR (quadrético — Q e linear — L), 0s mesmos podem
ser empregados para a elaboragcdo de um modelo matematico preditivo, que

representa a obtencao das respostas desejadas.

Figura 21. Efeito das duas variaveis na destoxificacdo do RBBR obtidos no DCCR.

Farelo de trigo(Q) 388.64
1Lby2L 16576.62
(2)RBBR(L) 16560.47
(1)Farelo de trigo(L) 16559:33.9.35
RBBR(Q) 75.19

p<0.1
Efeito estimado - Destoxificagdo do RBBR
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Figura 22. Efeito das duas variaveis na descoloragdo do RBBR obtidos no DCCR.

Farelo de trigo(Q) 66.31
(2)RBBR(L) 2553.50
1Lby2L 2550.25
(1)Farelo de trigo(L) 2548.23
RBBR(Q) -4.50

p<0.1
Efeito estimado - Descolora¢édo do RBBR

Os resultados obtidos neste trabalho para a estratégica do DCCR néo
permitiram elaborar um modelo matematico capaz de predizer a destoxificacdo e
descoloracdo do corante. Em um recente trabalho de Bonugli-Santos et al. (2016),
foi utilizada a estratégia de desenho experimental, composta por dois planejamentos
do tipo Plackett-Burman (PB 16 e PB12) e dois DCCR, na otimizagdo da
descoloracdo do corante Preto Reativo 5 (200 mg/L) pelo fungo derivado de
ambiente marinho Peniophora sp. CBMAI 1063. Os autores ressaltaram que tal
ferramenta estatistica foi empregada com sucesso e possibilitou atingir elevado
percentual de descoloracéo (de 70 % para mais de 90 %) e degradacao (98 %) do
corante em sete dias e em condi¢cbes salinas, evidenciando ser este um método
atrativo para selegéo e otimizagdo de varidveis envolvidas no processo degradativo.
Os autores observaram ainda que ndo houve formagdo de compostos mutagénicos
(avaliado pelo teste de AMES), apds o processo biodegradativo. No presente
estudo, o planejamento experimental possibilitou elevar a descoloracdo do corante
RBBR pelo consércio 3 de 35 % (Capitulo 1) para 89 % (DCCR).

No estudo conduzido por Shuib et al. (2016) foi avaliada a descoloracédo do
corante RBBR pelo fungo basidiomiceto Marasmius cladophyllus UMAS MSS8
(pertencente a mesma familia do género Marasmiellus) por 15 dias em solo
suplementado com casca de arroz, para favorecer a biomassa fungica, por meio de

planejamento experimental do tipo Plackett-Burman. Os autores reportaram que
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dentre as 11 varidveis que poderiam afetar o processo de descolora¢do do corante,
quatro fatores foram mais efetivos neste processo (concentracdo do corante, extrato
de levedura, tempo de incubacdo e tamanho do indculo), porém somente trés
variaveis foram selecionadas para estudos adicionais. Foi observada a remocéo de
91 % do corante RBBR (200 ppm), apos 15 dias de experimento, valores de
descoloracéo semelhantes aos obtidos no presente trabalho, porém com 500 ppm e
sete dias de cultivo. Os autores salientaram que o planejamento do tipo Plackett-
Burman foi um método rapido e eficiente para a selecdo de fatores com um namero

minimo de experimentos.

3.4. Validacédo experimental

A validacdo experimental consistiu em repetir as condicdes dos ensaios que
apresentaram melhores resultados nos planejamentos experimentais, quanto a
destoxificacdo e descoloracdo do corante téxtil RBBR: ensaio 11 do PB1 e ensaio
dois do PB2. Controles contendo somente o meio otimizado, meio + corante e meio
+ micro-organismos também foram analisados. Todos os experimentos da validagéo
foram feitos em quadruplicata.

Os resultados de destoxificagdo obtidos na validagdo do ensaio 11 (PB1)
foram inferiores (média de 14 %) aos obtidos durante o planejamento experimental
(94 %). Medidas de descoloracdo do corante ndo foram realizadas, devido este
baixo percentual de destoxificagdo. Como o0s resultados da validacdo da
destoxificacdo do corante foram bastante aguém daqueles obtidos no ensaio 11
(PB1), nao foi possivel afirmar que tal condic¢ao foi validada.

Os resultados de destoxificacdo de todas as condicOes avaliadas (ensaio e
controles) no experimento de validagdo do ensaio 2 (PB2) estdo apresentados na
Figura 23. No PB2, o0 ensaio 2 apresentou 91 % de destoxificacdo e 86 % de
descoloracéo, porém, na validacdo o valor de destoxificacdo nao foi reproduzido. A
média da destoxificacdo nas réplicas da validacdo foi de 52 %. A néo
reprodutibilidade dos resultados pode estar relacionada ao inéculo inicial dos micro-

organismos que compdem o consoércio microbiano.
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Figura 23. Validacdo experimental do ensaio 2 do PB2 quanto a destoxificacéo.
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No experimento de validacdo do ensaio 2 (PB2), foi verificado um baixo
percentual de sobreviventes de larvas de Artemia sp., quando somente 0 meio
otimizado foi avaliado, sugerindo que o meio de cultura apresenta toxicidade para o
bioindicador utilizado (Artemia sp.). Tal fato pode estar associado a baixa de pH
(5,9) que o meio sofreu apds autoclavacao e o tempo de sete dias de experimento,
durante o qual o farelo de trigo libera um tipo de amido que, possivelmente, ocasiona
alteracdo do pH. De acordo com Doyle e McMahon (1995), o pH ideal para a
sobrevivéncia de larvas de Artemia franciscana é de 7,3 a 8,2. Assim, o valor mais
baixo de pH do meio otimizado pode ter interferido na sobrevivéncia do
microcrustaceo. Tal padrdo de toxicidade também foi observado quando o meio +
RBBR foi avaliado. Neste caso, embora o pH medido também fosse proximo de 6,0,
indicando que parte dessa toxicidade pode ser do préprio meio otimizado, néo
podemos descartar a toxicidade do corante em si, ja que o nivel de sobrevivéncia de
Artemia sp., para esta condi¢do, foi ainda mais baixo. O pH dos bioensaios e do
meio + micro-organismos, apo0s os sete dias de cultivo, estava em torno de 8,0,
descartando a influéncia dessa variavel na destoxificacdo do poluente (morte de
artémias).

Apesar da constatacdo visual de crescimento micelial fUngico nos bioensaios,
o pH 8,0 pode ter favorecido o desenvolvimento das bactérias do consércio, tendo

em vista a preferéncia das mesmas por valores de pH mais proximos do neutro e
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dos fungos por valores de pH mais baixos. De acordo com Moreira Neto, Matheus e
Machado (2009), o pH do meio de cultura influenciou o crescimento de fungos
basidiomicetos ligninoliticos, durante a descoloracdo do RBBR. Segundo os autores,
os fungos Lentinus crinitus e Psilocybe castanella apresentaram menor crescimento
em pH 5,9 e 2,7, respectivamente. A descoloragdo foi maxima em pH 2,5 e 3,5 e
maiores valores de atividade de lacase foram observados em pH 3,5 para L. crinitus
e pH 4,5 para P. castanella.

Os resultados da descoloracdo do corante RBBR nos ensaios de validagéo
(média de 86,75 %) estdo apresentados na Figura 24 e foram similares ao obtido no
PB2 (82 %). Os experimentos de avaliagdo da adsorgéo do corante pela biomassa,
bem como da adsor¢cédo do corante pelo farelo de trigo presente no meio otimizado
indicaram que, aproximadamente, 70 % da descoloracdo do corante foi obtida por
meio de adsorgédo no farelo de trigo (Figura 25). Sendo assim, a descoloracéo real
obtida com a validac&o do ensaio 2 (PB2) foi de, aproximadamente, 17 %.

Figura 24. Curvas de descoloracdo do corante RBBR obtidas nos ensaios de

validacéo, realizados em quadruplicata.
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Figura 25. Adsorcédo do corante RBBR pela biomassa microbiana e pelo farelo de
trigo.
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Entretanto, a analise da biomassa seca (Figura 26) sugere que o farelo de
trigo estd sendo consumido pelos micro-organismos do consércio, visto que na
condicdo contendo meio otimizado e poluente (farelo seco + RBBR), a biomassa néo
foi alterada. Ja& nos ensaios contendo 0s micro-organismos na presenca e auséncia
do poluente (biomassa seca com e sem RBBR) e nos ensaios apds adsor¢do pela
biomassa (biomassa morta + RBBR), a biomassa foi menor do que 1g. Esses
resultados indicam que, possivelmente, a descoloracdo do corante por adsor¢cao

(70%) seja uma combinacao de biomassa + farelo de trigo.
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Figura 26. Medidas de biomassa seca apoés validagcdo do ensaio 2 (PB2)
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E importante salientar que os bioensaios (meio otimizado + micro-organismos
+ corante RBBR 500 ppm), ao final de sete dias de experimento, apresentavam
coloracdo esverdeada clara, enquanto que no controle (meio otimizado + corante
RBBR 500 ppm) a coloragdo permanecia azul, embora em uma intensidade menor
do que a inicial, mas ainda assim escura. De acordo com Vitali et al. (2006), durante
a degradacdo da molécula de RBBR, 0 meio muda sua cor para azul claro, verde e
amarelo. Desta forma, a diferenca da coloracdo dos bioensaios e do controle € um
indicativo da degradacéo do corante pelos micro-organismos do consércio.

No estudo conduzido por Kaushik e Malik (2011), o planejamento
experimental foi utilizado para otimizacdo da descoloracdo do corante Acid Navy
Blue pelo incremento da producédo de biomassa do fungo Aspergillus lentulus. O
processo foi afetado por variaveis como ureia, glicose e concentragcdo do corante,
que variou de 100 a 300 mg/L (ppm). A maxima remocao do corante, em 24 h, foi de
99,97 % e a capacidade de captacéo foi de 97,96 mg corante/g de biomassa. Os
autores ressaltaram a necessidade de se investigar fontes alternativas de nutrientes,
ja que a utilizacdo de compostos de alto custo ndo sdo comercialmente viaveis em
um processo industrial. Nesse contexto, o meio de cultivo otimizado no presente
trabalho composto por farelo de trigo e sem adicao de outras fontes de nutrientes, foi
eficiente na descoloracédo de 500 ppm do corante RBBR (aproximadamente 90 %),
bem como na diminuigdo da toxicidade do poluente, em sete dias de cultivo. Desta

forma, a utilizacdo da combinacédo biomassa + farelo de trigo na remocé&o do corante
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do meio otimizado pode ser uma alternativa eficaz para o biotratamento de efluentes
téxteis.

Diversos estudos reportados em literatura tem demonstrado a utilizacdo de
diferentes materiais para a biosor¢cdo de corantes, 0s quais sdo caracterizados pela
eficiéncia, baixo custo, elevada disponibilidade e insensibilidade a substancias
toxicas. Dentre esses materiais de biosor¢cdo temos: as cascas de améndoas
trituradas, eficiente na remocéo do corante acid blue 129 de meio aquoso (FAT'HI et
al., 2014); carvao ativado derivado de residuos de romé&, para a remocao do corante
azul reativo 19 de solugao aquosa (RADAEI; ALAVI MOGHADDAM; ARAMI, 2014),
e cones de pinha triturados usados na remocao do corante Basic Red 46 de sistema
aguoso (DENIZ, 2014). Estas sdo alternativas de baixo custo que podem ser
aplicadas na remocéo de corantes de meios aquosos. Sendo assim, os dados da
literatura corroboram o uso de diferentes residuos na remocao de corantes de meio
aquoso, resultado que foi encontrado no presente trabalho, pela adsorcdo do
corante RBBR no farelo de trigo.

As atividades das enzimas ligninoliticas nos experimentos de validacao estdo
apresentadas na Figura 27. As enzimas ligninoliticas foram pouco expressivas
nestes experimentos, sendo apenas produzidas as enzimas lacase e lignina
peroxidase em quantidades muito baixas. Sendo assim, ndo houve evidéncias claras
entre o percentual de destoxificacdo e de descoloracdo do RBBR com as atividades
das enzimas ligninoliticas, sugerindo que, possivelmente, outras rotas metabdlicas

estejam envolvidas na destoxificacdo/descoloracdo do poluente pelo consércio 3.
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Figura 27. Atividade das enzimas ligninoliticas na condi¢édo validada.
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Visando avaliacdo das possiveis vias metabdlicas envolvidas na

destoxificacdo/descoloracdo do corante RBBR, 0s ensaios de validacdo do
consércio 3 (com e sem o poluente) foram submetidos a andlise de
metatranscriptoma. Os resultados desse estudo estdo apresentados e discutidos no

Capitulo 111.

3.4.1. Analises de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
Complementando as analises da condicdo validada para destoxificacao/
descoloracéo do RBBR estéo os dados provenientes da analise de FTIR, que podem
ser visualizados na Figura 28. As maiores modificacfes na estrutura da molécula do
corante RBBR, observada pela perda de picos, ocorreram na faixa de 500 — 2000
cm™. N&o ocorreu a formacdo de novos picos, 0s quais seriam indicativos da
conformacao de diferentes croméforos na molécula. Entretanto, € possivel observar
claramente que houve alteragcdo nos padrdoes de banda das condi¢cdes contendo o
corante (bioensaio e meio + RBBR). Quando esses padrbes sdo comparados com o

RBBR 500 ppm, é possivel observar a diferenga na intensidade dos picos.
Na Figura 28 podemos confirmar a capacidade do farelo de trigo para
adsorver o corante, pois na condigcdo contendo meio + RBBR, na qual o farelo de

trigo estava presente, houve uma queda da intensidade do corante.
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Figura 28. Espectro de FTIR comparando RBBR 500 ppm com o bioensaio validado
para destoxificacdo/descoloracédo do corante e controles.
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As andlises sugerem ainda que nessa condi¢cao também houve modificacbes
da molécula de RBBR, baseando no padrdo dos picos das bandas. A queda das
bandas para o bioensaio foi ainda maior, ficando muito préximo do perfil de bandas
apresentado pelas condicdes onde o corante ndo estava presente (meio + micro-
organismos e meio de cultivo otimizado), indicando que o corante foi, praticamente,
todo removido no bioensaio. Esse resultado, juntamente com os dados visuais de
coloracdo esverdeada do experimento do bioensaio e azul escuro do experimento
meio otimizado + RBBR, sugerem que o corante ndo adsorvido pelo farelo de trigo
foi degradado pelos micro-organismos do consoércio, apés sete dias de experimento.
Os dados ainda sugerem que percentuais mais elevados de degradacéao do poluente

podem ser alcancados em mais dias de experimento.
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CAPITULO Il

METATRANSCRIPTOMA DA CONDICAO VALIDADA DE DESTOXIFICACAO E
DEGRADACAO DO CORANTE TEXTIL RBBR

1. INTRODUCAO

A metatranscriptbmica € uma ferramenta que permite a identificacdo de
padrées de expressao génica em um dado contexto ecolégico como, por exemplo,
de comunidades microbianas naturais sob diferentes condigbes ambientais
(GILBERT et al.,, 2008; PORETSKY et al., 2009); em experimentos laboratoriais
controlados, para estimar a percepcdo da comunidade as mudancas especificas no
ambiente (PORETSKY et al., 2010) e das vias metabdlicas envolvidas nas respostas
aos estimulos externos (PORETSKY et al., 2009). As vantagens desta técnica estao
relacionadas com andlises da diversidade e funcédo da comunidade, in situ, em uma
perspectiva mais global (DE MENEZES; CLIPSON; DOYLE, 2012), e com a
obtencdo de um perfil ativo do processo metabdlico (SIMON; DANIEL, 2011), que
permite uma visdo mais real da funcdo ecolégica da comunidade analisada. Uma
limitagdo da técnica é a instabilidade das moléculas de mRNA e as dificuldades
envolvidas em sua extracdo (WARNECKE; HESS, 2009).

Hong et al. (2016) estudaram o padrédo global de expressdo génica em nivel
transcripcional da bactéria degradadora de hidrocarboneto Achromobacter sp. HZ01,
quando cultivada na presenca de petréleo como Unica fonte de carbono e em uma
condicdo controle contendo acido citrico como fonte Unica de carbono. Os autores
ressaltaram a importancia da andlise e da abordagem do estudo na aquisicdo de
dados que elucidem o perfil de expressdo génica de micro-organismos com
capacidade de degradar hidrocarbonetos, no intuito de desenvolver estratégias na
remediagao de poluentes ambientais.

No estudo conduzido por De Menezes, Clipson e Doyle (2012), foram
avaliadas as respostas na expressdo génica da comunidade microbiana de solo
contaminado com o HPA fenantreno (e na auséncia do poluente), por meio da
abordagem da metatranscriptbmica. Os autores encontraram importantes
expressdes diferenciais, quando compararam ambas as condicdes, 0 que 0S
levaram a ressaltar a importancia do trabalho no detalhamento das respostas de

comunidades microbianas, frente a poluentes ambientais em solo.
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Considerando as vantagens da aplicagdo do método de avaliacdo do
metatranscritptoma de organismos expostos a diferentes condicdes ambientais, o
objetivo deste capitulo foi o de investigar, por meio do metatranscriptoma das
amostras do bioensaio e do controle (sem poluente) do consorcio microbiano 3, 0s
genes  expressos nas condicbes do cultivo validada para a
destoxificacdo/descoloragdo do corante RBBR, por meio das enzimas e vias
metabdlicas envolvidas nestes processos, um tema ainda pouco abordado na

literatura.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Extracdo de RNA, quantificacédo e verificacdo de integridade

As biomassas dos ensaios de validacdo da condicdo otimizada de
destoxificacado/descoloracdo (Ensaio 2 - PB2 - Capitulo Il e controle), apds
centrifugacdo por 15 min, 13416 g e 4 °C foram lavadas em agua DEPC por trés
vezes, para a retirada de residuo de meio de cultivo e para a inativacdo de RNAses,
e preservadas a - 80 °C, até o momento da extracdo de RNA. Para as analises de
metatranscriptbmica, o RNA das biomassas dos micro-organismos do consorcio 3
(bioensaio e controle) foi extraido com o auxilio do kit RNeasy® Plant Mini kit
(Qiagen), de acordo com protocolo do fabricante. Os RNA extraidos foram tratados
com DNAse (Thermo Scientific), para a retirada de DNA interferente. Esses ensaios
foram realizados em triplicata.

A quantificacdo do RNA extraido e tratado com DNAse foi realizada em
espectrofotdmetro para acidos nucleicos Thermo Scientific NanoDrop 2000.

Para a verificagdo da integridade do RNA das amostras, foi feito um gel de
agarose a 0,7 %. Apoés a corrida em cuba de eletroforese pequena, para oito pogos
sob 80 V por 1h, o gel de agarose passou por banho em SyBr® Safe (Invitrogen) (15

pL/ 200 mL de 4gua deionizada) por 1 h, para coloragéo das bandas.

2.2. Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

As amostras de RNA (bioensaio e controle) com concentracdo e qualidade
adequadas foram enviadas para a empresa Macrogen, na Coreia do Sul, onde foram
sequenciadas na plataforma de Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) lllumina

HiSeg2500, paired-end 2 x 100 pb, em uma lane do sequenciador. Esta atividade foi
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custeada pelo projeto Fapesp 2013/19486-0, intitulado “Biotecnologia marinha e
Antartica: enzimas microbianas e suas aplicagdes”, sob a coordenacio da Prof. Dra.

Lara Durdes Sette, ao qual o presente estudo de Doutorado esta associado.

2.3. Montagem de banco de dados de genes de enzimas especificas

Para as analises de metatranscriptoma, foi estruturado um banco de dados,
por busca no GenBank (NCBI), de sequéncias génicas de enzimas especificas dos
micro-organismos do consoércio (e de organismos préximos, em nivel de ordem e
familia) que, segundo a literatura, estdo possivelmente envolvidas em processos de
degradacéo de poluentes ambientais.

Dessa forma, para os quatro micro-organismos do consércio 3 (Marasmiellus
sp. CBMAI 1062, M. racemosus CBMAI 847, Dietzia maris CBMAI 705 e Bacillus
subtilis CBMAI 707), foi estruturado um banco de 414 sequéncias, representado na
Tabela 16, na qual estdo as enzimas e o numero correspondente das sequéncias
encontradas, para cada organismos, respectivamente. A partir desse banco de
dados foi realizada comparacdo com as sequéncias totais dos metatranscriptomas

(bioensaio e controle), utilizando a ferramenta BlastN.

Tabela 16. Banco de genes de enzimas possivelmente envolvidas na degradacao de
poluentes ambientais.

Marasmiellus sp. M. racemosus D. maris B. subtilis
CBMAI 1062 CBMAI 847 CBMAI 705 CBMAI 707

Enzimas ligninoliticas
. 135 - — 5

(Lacase, LiP e MnP)
Citocromo P-450 104 8 33 14
Dye-Type peroxidase 25 1
Epoxido hidrolase 23
Glioxal oxidase 9
Quinona redutase 7
Versatil peroxidase 6
Dioxigenases 6
Alcano monoxigenase 27
Catechol dioxigenases 10 1

--- sequéncias ndo encontradas para o organismo
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2.4. Pré-processamento dos reads

As analises in silico dos dados de metatranscriptoma provenientes da
empresa Macrogen foram realizadas em colaboragdo com o Laboratério de
Evolucdo Molecular (LEM) na UNESP de Rio Claro, coordenado pelo Prof. Mauricio
Bacci Junior, com o auxilio da especialista em Bioinformética Dra. Milene Ferro.
Todas as etapas das andlises foram realizadas em um servidor de alto desempenho,
com Sistema Operacional Linux/Debian e com 96GB de meméria RAM, 8TB de
espaco em disco e 24 nucleos de processamento. Além disso, todas as ferramentas
foram executadas localmente no servidor, o que otimizou o tempo de
processamento.

As sequéncias (reads) recebidas da Macrogen passaram por um controle de
qualidade, utilizando-se o programa FASTQC (versédo 0.11.3), que faz uma analise
geral dos reads obtidos ap6s sequenciamento, quanto a qualidade Phred por base
da sequéncia, tamanho, presenca de Ns e sequéncias contendo adaptadores
utiizados na etapa de preparacdo da biblioteca para sequenciamento.
Posteriormente, todos os reads foram passados no programa FASTX Toolkit
Trimmer (versdo 0.0.14), para eliminar os primeiros 15 nucleotideos, devido ao
desvio do conteudo GC, proveniente de sequenciamentos na plataforma Illumina
(HANSEN; BRENNER; DUDOIT, 2010). Além disso, foi feita a trimagem dos reads e
foram mantidos somente aqueles contendo bases de Phred > 30, ou seja,
probabilidade de 1 erro a cada 1000 bases (EWING et al., 1998), com o auxilio do
programa SeqgyClean. Novamente, utilizando-se o programa FASTQC, os reads
foram verificados de acordo com a qualidade resultante do pré-processamento. Por
altimo, foi feita com auxilio do programa Trinity (versao 2.0.6), a normalizacdo dos

reads, para a retirada daqueles redundantes, o que otimiza a montagem dos contigs.

2.5. Montagem dos contigs, busca por genes especificos e anotagéo

Os reads normalizados foram montados em contigs (sequéncias de genes)
com auxilio do programa Trinity (versdo 2.0.6) (GRABHERR et al.,, 2011). As
sequéncias foram filtradas em tamanho minimo de 300 pb (100 aminoéacidos).

Apés a formacdo dos contigs, foi realizada uma busca de genes especificos
das enzimas possivelmente envolvidas na degradacdo de poluentes ambientais

(banco de dados montado no item 2.3) no conjunto total de sequéncias dos



87

metatranscriptomas (bioensaio e controle), utilizando a ferramenta BlastN. Para a
anotacdo funcional desses genes especificos, foi utilizada a técnica de Novo
assembly (montagem de bibliotecas de transcritos sem a necessidade de um
genoma como referéncia) e as sequéncias codificadoras para tais enzimas
especificas foram analisadas pelo programa Blast2GO (CONESA et al., 2005), para
a atribuicdo dos termos de GO (Gene Ontology) e de EC (Enzyme Comission
number), bem como para a busca de possiveis rotas metabodlicas das quais as
enzimas participam, com o auxilio do banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Essa técnica tem expandido a possibilidade de anélises de
bibliotecas para organismos menos estudados ou recém descobertos (SURGET-
GROBA; MONTOYA-BURGOS, 2010).

O pré-processamento e a montagem de contigs foram realizados para os

metatranscriptomas do bioensaio e do controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Extracdo de RNA, quantificacédo e verificacdo de integridade

Os RNAs extraidos com o kit RNeasy® Plant Mini kit (Qiagen) das amostras
do bioensaio e do controle apresentaram concentracdes e qualidade adequadas e
foram enviadas para a Macrogen. Porém, em andlises de qualidade do RNA
realizadas pela empresa, das triplicatas de cada amostra enviada, somente uma
réplica de cada apresentava RIN (Integrity Number) préximo de 7 (minimo exigido) e
estavam aptas para o sequenciamento na plataforma de Sequenciamento de Nova
Geragao (NGS) lllumina HiSeg2500. A quantificacdo do RNA das amostras
consideradas adequadas pela Macrogen foi de 399,2 ng/uL (15,9 ug total), para o
bioensaio, e 247,8 ng/uL (9,9 ug total), para o controle.

3.2. Pré-processamento dos reads

A empresa disponibilizou os dados dos sequenciamentos (reads) em formato
FASTQ, para download. Inicialmente, as amostras do bioensaio e controle
continham mais de 319 e 348 milhdes de reads, respectivamente, com tamanho de
100 pares de bases cada e, aproximadamente, 95 % de ambos os conjuntos de

reads apresentavam Phred > 30.
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O controle de qualidade inicial dos reads foi feito usando o programa FASTQC
(versdo 0.11.3). Na Figura 29 é possivel observar graficamente a qualidade, quanto
aos valores médios de Phred por base. E possivel observar que os reads ja
continham elevada qualidade com Phred médio por base acima de 36, para ambas
as amostras. Outros resultados provenientes do programa FASTQC mostraram que
nao havia base identificada como N, nem adaptadores que sdo sequéncias usadas
para ligar o fragmento de cDNA na placa do sequenciador, para que ocorra

amplificacao.

Figura 29. Representacdo grafica gerada pelo programa FASTQC da qualidade
Phred média por base dos reads, antes do pré-processamento. (A) bioensaio e (B)
controle.
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Devido o alto contetado de GC proveniente do sequenciamento na Plataforma
lllumina, as 15 primeiras bases de cada read foram trimadas (cortadas) com o auxilio
do programa FASTX Toolkit Trimmer (versao 0.0.14). Ficou ainda estabelecido no
pré-processamento uma filtragem dos reads, mantendo somente aqueles com Phred
> 30. Tal passo foi realizado com o auxilio da ferramenta SeqyClean.

Novamente foi avaliada a qualidade dos reads com o programa FASTQC. A
Figura 30 apresenta graficamente a qualidade, quanto aos valores médios de Phred
por base, apdés o pré-processamento, ficando a qualidade dos reads bastante
elevada, com Phred médio por base acima de 38. A Figura 31 ilustra a qualidade
média dos reads, apds o pré-processamento, mostrando a eficacia desta etapa,

resultando em reads com qualidade média de 39 para ambas as amostras.



90

Figura 30. Representacdo grafica gerada pelo programa FASTQC da qualidade
Phred média por base dos reads, apds etapas do pré-processamento com o auxilio
dos programas FASTX Toolkit Trimmer e SeqyClean. (A) bioensaio e (B) controle.
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Figura 31. Gréafico gerado pelo programa FASTQC, mostrando a qualidade Phred
por sequéncia. (A) bioensaio e (B) controle.
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A Tabela 17 demonstra a quantidade inicial e final de reads, apds as etapas
de pré-processamento. E possivel afirmar que houve perdas minimas (menores que
0,2 %) no numero total de reads, ap0s o pré-processamento, indicando a elevada
qualidade das sequéncias desde o inicio das analises in silico.

Tabela 17. Quantidade de reads, antes e ap0s pré-processamento.

Bioensaio Controle
Reads iniciais 319.352.472 348.638.552
Reads apds pré-processamento  318.760.776  348.151.856

3.3. Montagem dos contigs, busca por genes especificos e anotacéo

A montagem das sequéncias realizada com auxilio do programa Trinity
(versdo 2.0.6) gerou, para o0 bioensaio e controle, 48.519 e 42.428 contigs,
respectivamente. O total de contigs ainda foi filtrado por tamanho de sequéncia,
permanecendo somente aquelas com mais de 300 pb, o equivalente a 100
aminoacidos. A Tabela 18 representa o nimero de contigs totais montados e apos

filtragem, totalizando aproximadamente, 80 % do namero total de contigs iniciais.

Tabela 18. Contigs totais e ao final, apés filtragem por tamanho de sequéncia (300
pb).

Bioensaio Controle
Contigs iniciais 48.519 42.428
Contigs ap0s filtro por tamanho 38.684 33.945

(300 pb)

Com o intuito de direcionar e simplificar as analises de ambos o0s
metatranscriptomas, foi estruturado um banco de dados contendo 414 sequéncias
génicas de enzimas possivelmente envolvidas em processos de degradacdo de
poluentes ambientais, utilizando como referéncia os micro-organismos do consorcio
3 (Marasmiellus sp. CBMAI 1062, M. racemosus CBMAI 847, D. maris CBMAI 705 e
B. subtilis CBMAI 707) e outros organismos proximos, em nivel de ordem e familia.
Com o auxilio da ferramenta BlastN (ALTSCHUL et al., 1990), foi feita a busca dos

genes especificos no conjunto total de sequéncias dos metatranscriptomas. Das 414
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sequéncias, somente 54 foram encontradas no conjunto total de sequéncias dos
metatranscriptomas, sendo 32 para o metatranscriptoma do bioensaio e 22 para o
controle. O baixo numero de sequéncias de genes especificos recuperados dos
metatranscriptomas totais pode ter ocorrido devido as diferencas filogenéticas entre
0S micro-organismos utilizados como referéncia para a estruturagdo do banco de
dados de genes de enzimas degradadoras de poluentes ambientais. Por ser o
ambiente marinho ainda pouco explorado no ambito dos recursos genéticos
microbianos, nenhuma sequéncia foi encontrada para o género Marasmiellus, por
exemplo, para compor o banco de dados estruturado.

Para as 54 sequéncias especificas de enzimas possivelmente envolvidas em
processos de degradacdo do RBBR, recuperadas do total de transcritos das
condi¢cbes do bioensaio e do controle, foi utilizado o programa Blast2Go (anotacéo
funcional). Esse programa descreve 0s genes pela pesquisa no banco de dados NR
(ndo redundante) do NCBI (GenBank), para categorizad-los em ontologias génicas
(GO), atribuir nimeros enzimaticos (Enzyme Comission number) e para propor rotas
metabdlicas das quais as enzimas possam fazer parte, com auxilio do banco de
dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

A Tabela 19 e a Figura 32 apresentam os dados das 32 enzimas especificas
recuperadas do metatranscriptoma do bioensaio, ja com a atribuicdo de niamero EC,
via metabdlica em que atua (as rotas completas das quais as enzimas participam
estdo disponiveis nos ANEXOS 4 — 22), segundo KEGG, assim como as principais
classes dessas enzimas. A Tabela 20 e a Figura 33 trazem as 22 enzimas
especificas encontradas no metatranscriptoma do controle, nimero EC e vias
metabdlicas (as rotas completas das quais as enzimas participam estédo disponiveis
nos ANEXOS 23 e 24). As principais classes de enzimas encontradas no bioensaio
foram as oxirredutases e hidrolases (Figura 32), sendo que no caso do experimento
controle, além dessas duas classes de enzimas, foram também encontradas as
transferases (Figura 33).

Varias das enzimas encontradas ap0s a anotagdo sdo atuantes em vias
metabdlicas basais dos organismos, como metabolismo de aminoéacidos e glicélise
(Tabelas 19 e 20). Para o bioensaio, oito enzimas, do total de 32 (25%), estdo
relacionadas com vias metabdlicas de xenobidticos/poluentes/drogas (Tabela 19),
enquanto que para o controle trés enzimas, do total de 22 (13%), participam de
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metabolismo de xenobiotico (Tabela 20). Esses resultados indicam que houve a
ativacao de mais rotas destoxificadoras no bioensaio do que no controle.

No experimento do bioensaio foram expressas diversas enzimas atuantes em
rotas metabdlicas de degradacdo de compostos xenobibticos/poluentes/drogas
(destacadas em negrito na Tabela 19), incluindo principalmente enzimas da
citocromo P450 (alfa-beta hidrolase, NADPH-citocromo redutase, mono-oxigenases
e epoéxido hidrolase), degradacdo de clorociclohexano e clorobenzeno, benzoato,
fluorobenzoato e tolueno (dioxigenase) e degradacdo de caprolactamo (alcano 1-
mono-oxigenase). Apesar do experimento controle ndo conter o corante RBBR, as
enzimas participante do metabolismo de xenobiotico por citrocromo P450, alfa-beta
hidrolase e epoxido hidrolase também foram encontradas (destacadas na Tabela
20). Esses resultados sugerem que tais enzimas possam fazer parte do metabolismo
dos componentes do meio de cultivo, pois foram encontradas na mesma propor¢ao
no controle e no bioensaio. A conformacao alfa/beta-hidrolase esta presente em uma
série de enzimas, incluindo proteases, lipases, peroxidases, esterases, epoxido
hidrolases e dehalogenases (OLLIS et al., 1992).

Enzimas expressas apenas no experimento do bioensaio estdo relacionadas
a degradacdo de alcanos (alcano 1-mono-oxigenase) e de compostos aromaticos,
como os derivados de acetofenona (4-hidroxiacetofenona mono-oxigenase),
ciclohexanona (ciclohexanona mono-oxigenase) e outros (dioxigenases). De acordo
com Tancsics et al. (2015), as enzimas alcano hidroxilases desempenham papel
relevante na biodegradacdo de hidrocarbonetos derivados do petroleo. A
ciclohexanona mono-oxigenase (CHMO) é uma flavoenzima que efetua uma reacao
de insercdo de oxigénio sobre ciclo-hexanona, para formar o epsilon-caprolactona
(SHENG; BALLOU; MASSEY, 2001). As dioxigenases catalisam a incorporagéao de
dois atomos de oxigénio em substratos, por meio de uma variedade de mecanismos,
sendo a quebra de anéis aromaticos uma das mais importantes funcdes dessas
enzimas. As enzimas que pertencem a familia intradiol incluem a catecol 1,2-
dioxigenase (1,2-CTD) (EC:1.13.11.1); protocatecoato 3,4-dioxigenase (3,4-PCD)
(EC:1.13.11.3); e clorocatecol 1,2-dioxigenase (EC:1.13.11.1) (FERRARONI et al.,
2004). Todas as enzimas acima mencionadas sdo produzidas principalmente por
bactérias, o que corrobora a hipétese formulada no Capitulo Il de que o pH do meio
estaria favorecendo o desenvolvimento das bactérias do consoércio estudado.



95

Experimentos adicionais utilizando o0s micro-organismos do consorcio 3, em
separado e também em diferentes combinac¢des, poderia ajudar a elucidar o papel
dos fungos filamentosos e das bactérias na destoxificacdo, degradacdo e
descoloracdo do RBBR.

Em outro trabalho do grupo de pesquisa da Profa. Lara Sette, foi utilizada a
mesma abordagem para direcionar a busca de genes especificos de enzimas
possivelmente envolvidas na degradacédo do pireno pelo fungo de origem marinha
Chaunopycnis alba CBMAI 1464 (VASCONCELOS, 2015). De um total de 94
sequéncias estruturadas em um banco de dados de genes especificos, 10 foram
encontradas no transcriptoma do fungo, as quais foram relacionadas com enzimas
do complexo P450 mono-oxigenase e epoxido hidrolase. Diferentemente do que foi
encontrado no presente trabalho, somente uma enzima foi categorizada como sendo
do grupo das hidrolases. Cabe ressaltar que no trabalho realizado por Vasconcelos
(2015) néo foi avaliada a expressdo de enzimas em um experimento controle (na
auséncia do pireno).

No estudo reportado por Hong et al. (2016), relacionado a caracterizacdo do
transcriptoma da bactéria degradadora de hidrocarbonetos Achromobacter sp. HZ01,
apos tratamento com petréleo, um total de 38.706.280 e 38.954.413 de reads foram
obtidos do RNA-seq (plataforma lllumina), para a bactéria tratada com petréleo e
para o controle contendo &cido citrico como Unica fonte de carbono,
respectivamente. O tratamento com petréleo influenciou significativamente o perfil
transcricional da bactéria, envolvendo 742 genes diferencialmente expressos, apos
anotacdo completa do transcriptoma (3485 transcritos anotados). Segundo os
autores, foram ativadas vias do metabolismo dos acidos graxos e parte de mono-
oxigenases e desidrogenases, enquanto o ciclo do acido citrico foi inativado.
Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho, ja que também foram
encontradas mono-oxigenases e desidrogenases, classificadas como oxirredutases
(EC 1) e houve ativagdo da via de degradacdo dos acidos graxos (Tabela 19 e
Figura 32). Os autores ressaltam ainda que no processo de degradacdo do petroleo
um grande numero de acidos graxos € produzido nas células bacterianas e devem
estar envolvidas, para finalizar a degradac&o do hidrocarboneto, enzimas suficientes
de metabolizacdo de acidos graxos. Uma ressalva dos autores é que mais estudos

sejam realizados sobre o transcriptoma envolvido no complexo processo de
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degradacédo do petréleo e que a intencdo do trabalho era ter uma visdo do processo
inicial de degradacéo do poluente pela bactéria Achromobacter sp. HZ01. O nimero
de reads obtidos por Hong et al. (2016) corresponde a aproximadamente 12% dos
reads obtidos no presente trabalho, indicando a grande quantidade de dados que
serdo gerados, apos a anotacdo completa dos metatranscriptomas do consorcio 3,
0S quais poderéo trazer contribuicées na elucidagdo do metabolismo de poluentes
ambientais por consércio microbiano.

Um estudo relacionado com a investigacdo de respostas da comunidade
microbiana de solo contaminado com o HPA fenantreno, utilizando a abordagem da
metatranscriptdmica, foi reportado por De Menezes, Clipson e Doyle (2012). Para
tanto, foi realizado sequenciamento do metatranscriptoma na plataforma Roche 454,
sendo o conjunto de dados final composto por 35.720 e 52.728 sequéncias, para
solo com fenantreno e controle, respectivamente. O solo com fenantreno levou ao
aumento da transcricdo de enzimas associadas ao metabolismo de compostos
aromaticos, respiracdo celular e respostas a estresse. Em geral, a expressao de
transcritos classificados como dioxigenases e genes associados ao estresse e
destoxificacdo aumentou na presenca de fenantreno. De acordo com Cerniglia
(1992), as dioxigenases realizam papel central no estégio inicial do metabolismo de
fenantreno. No presente estudo, uma dioxigenase também foi expressa no
experimento do bioensaio (intradiol ring-cleavage dioxygenase), indicando

participacdo na degradacédo do corante RBBR (Tabela 19).



Tabela 19. Nome do contig, descri¢cdo do gene advinda da pesquisa no banco de dados NR do NCBI e o numero da enzima (EC) -
Bioensaio. As enzimas envolvidas em vias metabdlicas de degradacdo de xenobioticos/poluentes/drogas estdo destacadas em
negrito.

Nome contig Descrigdo BlastX EC number Via metabdlica
TR61|cO0 gl i1 3A alpha beta-hydrolase EC:3.3.2.9 Metabolismo de xenobi6tico por Citrocromo P450
TR266|c0_g2 i1 3A cytochrome p450 monooxygenase pc-3
EC:1.14.14.1
Biossintese de hormdnio esteroide/ Metabolismo da cafeina/
. EC:1.6.2.4; Metabolismo de triptofano/ Metabolismo de &cido aracddnico/
TR1338|c0_g1_i1_3A NADPH-cytochrome reductase EC:1.14.14.1 Metabolismo do acido linoleico/ Degradagéo de aminobenzoato/
Metabolismo do retinol em animais/ Metabolismo de
xenobiético por Citrocromo P450
TR1757|c0_g3_i4_3A monooxygenase
TR2373|c0_gl i1 3A cytochrome p450
TR3296|c0_g3_i1_3A multicopper oxidase
TR4056|c0_gl _i2_3A glyoxal oxidase
TR4216|c0_g1_i1_3A cytochrome p450
TR4528|c0_gl i1 3A epoxide hydrolase
TR4681|c0_gl i1 3A cytochrome P450
TR9428|c0_g1_i1_3A 4-hydroxyacetophenone EC:114.13.8 Metabolismo de drogas por Citocromo P450
monooxygenase
TR10152|c0_g1_i1_3A cyclohexanone monooxygenase EC:1.14.13.8 Metabolismo de drogas por Citocromo P450
TR10265|c0_g1_i1_3A epoxide hydrolase EC:3.3.2.9 Metabolismo de xenobiético por Citrocromo P450
TR12416|c0_g1_i1_3A epoxide hydrolase EC:3.3.2.9 Metabolismo de xenobiético por Citrocromo P450
TR13600|c0_gl1_i1_3A di-copper centre-containing
TR15807|c0_gl1_i1_3A copper oxidase
TR16934|c0_g1 i1 _3A lanosterol 14-alpha-demethylase EC:1.14.13.70 Biossintese de esteroides
TR17715/c0_g1_il_3A FLAG-tagged aIkanel hydroxylase-
rubredoxin
. pyruvate dehydrogenase (acetyl- . Glicdlise e Gliconeogénese/ Ciclo do acido citrico/ Metabolismo
TR18985|c0_g2_i1_3A transferring) homodimeric type EC:1.2.4.1 do piruvato
TR19057|c0_gl1_ i1 _3A cytochrome P450 monooxygenase pc-1
TR21203|c0_g4_i2_3A NADPH--cytochrome P450 reductase EC:1.6.2.4
TR21839|c0_gl1 i1 _3A glyoxal oxidase
TR25955|c0_g1_ il 3A pyridine nucleotide-disulfide EC1.18.1.3 Degradacéao de &cidos graxos

TR27616|c0_gl il 3A

oxidoreductase
cytochrome p450
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TR28080|c0_g1_il_3A
TR28223|c0_g1_il_3A
TR28389|c0_g1_il_3A
TR28851|c0_g1_il_3A
TR30467|c0_gl_il 3A

TR30934|c0_g1_il_3A
TR31934|c0_g1_il_3A
TR33575|c0_gl il 3A

flavin-containing monooxygenase
ubiquinol-cytochrome c reductase
cytochrome c1 subunit
cytochrome P450
cytochrome p450

intradiol ring-cleavage dioxygenase EC:1.13.11.1
multicopper oxidase

cytochrome P450
alkane 1-monooxygenase EC:1.14.15.3

Degradacéo de clorociclohexano e clorobenzeno/
Degradacgéo de benzoato/ Degradacgéo de fluorobenzoato/
Metabolismo do tolueno

Degradacao de acidos graxos/ Degradac¢do de caprolactamo

98



Tabela 20. Nome do contig, descricdo do gene advinda da pesquisa no banco de dados NR do NCBI e o nimero da enzima (EC) -
Controle. As enzimas envolvidas em vias metabdlicas de degradacdo de xenobidticos/poluentes/drogas estdo destacadas em

negrito.
Nome contig Descri¢ao BlastX EC number Via metabdlica
TR1142|c0 g1 i1_1C alpha beta-hydrolase EC:3.3.2.9 Metabolismo de xenobi6tico por Citrocromo P450
TR2545|c0_g1_i1_1C alpha beta-hydrolase
TR5091|c0_g1_i1_1C alkane 1-monooxygenase
TR5604|c0_gl1_i1_1C alpha beta-hydrolase
TR6317|c0_gl1_i1_1C GDP-mannose pyrophosphorylase
TR6919|c0_gl1_i1_1C epoxide hydrolase
TR7137|c0_gl1_i1_1C laccase
TR8101|c0_gl1 i1_1C NADPH--cytochrome P450 reductase EC:1.6.24
TR9695|c0 gl i2_1C cytochrome P450
TR11091|c0_g1 i1_1C epoxide hydrolase EC:3.3.2.9 Metabolismo de xenobi6tico por Citrocromo P450
TR14320|c0_gl1 i1 _1C cytochrome p450
TR16198|c0_g1 i1_1C epoxide hydrolase EC:3.3.2.9 Metabolismo de xenobi6tico por Citrocromo P450
TR21274|c0_gl1_i1_1C cytochrome p450
TR21480|c0_g1_i1_1C cytochrome P450
TR23846|c0_g1_i14_1C cytochrome p450
TR23866|c0_g1_i12_1C cytochrome p450
TR24150|c0_g1_i1_1C laccase EC:1.10.3.2
TR24497|c0_g1_i1_1C cytochrome p450 rgonooxygenase pc-
TR25524(c0_g1_i1_1C cytochrome p450 rgonooxygenase pc-
TR25599/c0_g1_i20_1C cytochrome p450 n;onooxygenase pc-
TR26632|c0_gl1_ i1 _1C two-component sensor histidine kinase :(53237131 (EC 3:3.1.1) Metabolismo da cisteina e metionina

TR28905|c0_g1_i1_1C

protoplast secreted 2 precursor

99
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Figura 32. Principais classes enzimaticas para o bioensaio.
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Figura 33. Principais classes enzimaticas para o controle.
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A Figura 34 apresenta o grafico gerado pelo programa Blast2GO da lista de
espécies do NCBI, que tiveram hits de BLAST com o0s contigs anotados para o0s
genes de enzimas especificas envolvidas na degradacédo de poluentes. Um grande
namero de sequéncias dos metatranscriptomas, tanto do bioensaio quanto do
controle, estava relacionado a diferentes espécie de Moniliophthora, um género
pertencente a mesma familia do fungo Marasmiellus sp. (Marasmiaceae), indicando
a similaridade metabdlica desses organismos. O fungo Hebeloma cylindrosporum
pertence & mesma ordem do fungo Marasmiellus (Agaricales). Sequéncias
relacionadas as espécies do género Dietzia também foram bastante representadas
em ambos os gréficos. Rhodococcos e Dietzia pertencem a mesma ordem
(Actinomycetales) e podem, possivelmente, apresentar similaridade metabdlica.
Sequéncias provenientes do género Mucor e Bacillus foram pouco representadas
em ambos 0s metatranscriptomas, sendo que as sequéncias de Bacillus estavam
ausentes no experimento controle. Cabe destacar que a baixa representatividade de
sequéncias relacionadas a esses organismos pode estar associada com as
limitacdes no momento de estruturar o banco de dados (Tabela 16), ja que havia
poucas sequéncias desses organismos disponiveis no banco de dados do GenBank,
para as enzimas em questdo. O nao aparecimento de organismos distantes
daqueles dos consorcios, pode ser um indicativo de auséncia de contamina¢cdo no

processo.
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Figura 34. Gréfico obtido pelo Blast2GO, baseado em dados do NCBI (GenBank) de
organismos que apresentaram similaridade com as sequéncias (especificas) do
metatranscriptoma do consorcio microbiano. (A) bioensaio e (B) controle.

Top-Hit Species Distribution [3a_blast2go_annot_final]
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A Figura 35 apresenta a atribuicdo dos termos de Ontologia Génica
(categorizacdo nas trés principais ontologias: fungdo molecular, componente celular
e processo bioldégico) para as 54 enzimas, incluindo as do bioensaio e do controle. E
possivel observar que de modo geral, houve maior expressdo das enzimas
envolvidas nas diversas funcdes celulares para o bioensaio (em vermelho). Porém,
para o bioensaio, na ontologia “processo bioldgico”, quatro subcategorias (regulagao
biolégica, resposta a estimulos, regulacdo negativa do processo biologico e
sinalizacdo) apresentaram-se inexistentes (ndo expressas). Este resultado pode ser
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um indicativo de que o metabolismo do consoércio no bioensaio esta direcionado para
outros processos, como o de degradacgéao e destoxificagcdo do poluente RBBR.
Conforme observado por Hong et al. (2016), em seu estudo de degradacéao de
petrdleo pela bactéria Achromobacter sp. HZ01, na anotacédo total do transcriptoma
a maioria dos unigenes estava representada na categoria “processo bioldgico”. Para
‘componente celular’, as subcategorias “célula” e “partes celulares” eram

dominantes, o que nao foi observado no presente trabalho. Na categoria “fungao

molecular”, as subcategorias mais representativas foram “ligacao”, “catalitica” (assim
como no presente trabalho), além de “transporte” e “regulador transcricional”’. Para
“processo bioldgico”, as subcategorias “processo celular” e “processo metabdlico”
foram as dominantes, sendo 0 mesmo observado para o0 processo metabdlico no

presente trabalho.

Figura 35. Distribuicdo dos termos Ontologia Génica (GO): Funcdo molecular,
componente celular e processo biolégico
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4. CONCLUSOES

A avaliacdo da destoxificacdo de poluentes ambientais por consorcios
microbianos € uma abordagem interessante, que deve ser estimulada, tendo em
vista a importancia da reducdo ou eliminacdo da toxicidade desses compostos. Para
tanto, os bioindicadores utilizados devem ser adequados. No presente estudo tanto
a bactéria Vibrio fischeri quanto o microcrustaceo Artemia sp. apresentaram
resultados satisfatérios na avaliacdo da toxicidade dos poluentes ambientais em

condicbes salinas.

O consoércio 3 selecionado como o melhor destoxificador dos poluentes RBBR
e 6leo diesel apresentava em sua constituicdo dois fungos filamentosos e duas
bactérias pertencentes a diferentes Filos, indicando a importancia da presenca de

diferentes metabolismos.

A otimizacdo do processo de destoxificacdo/descoloracdo do corante RBBR,
por meio de planejamentos experimentais, revelou a importancia dessa abordagem

estatistica em processos de biorremediacéo.

A condicao de cultivo validada para a destoxificacdo/descoloracdo do corante
RBBR é bastante simples, sendo constituida apenas pelos inéculos (4 cilindros de
0,5 cm de cada fungo e 4 mL de cada bactéria), 1 g/50mL de farelo de trigo, 100 %
(v/v) de &gua do mar artificial e pH 8, indicando exiquibilidade do processo. Em
adicao, a condicdo de salinidade e elevado valor de pH séo proximas as condicdes
reais dos efluentes téxteis, 0os quais, em sua maioria, apresentam salinidade e

alcalinidade.

A adsorcdo do corante pelo farelo de trigo + biomassa microbiana, indicou
qgue o farelo de trigo é um possivel material adsorvente de corantes téxteis, o qual
pode ser utilizado como alternativa no tratamento da remocéo da cor. Apesar da alta
porcentagem de adsor¢cdo do corante, as andlises de FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) mostraram diferengas nos padrées de banda entre o corante
téxtil, o bioensaio e 0 meio de cultivo otimizado (controle). Esses resultados,
juntamente com os dados visuais de coloracdo do bioensaio (esverdeada) e do
controle (azul), indicam que a remocédo do corante do meio, foi obtida pela acéo

conjunta do metabolismo microbiano e da adsorcéo do corante pelo farelo de trigo.
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As andlises dos metatranscriptomas do consorcio 3, nas condi¢des validadas
(bioensaio e controle), confirmaram a atuacdo dos micro-organismos na
destoxificacdo, degradacao e descoloracdo do RBBR, tendo em vista a expressao
de enzimas relacionadas com a degradacdo de alcanos e compostos aromaticos,
produzidas apenas na presenca do corante. Foi verificada a expressao de oito
enzimas no bioensaio e de trés enzimas no controle, possivelmente relacionadas
com a degradacao do corante, com destaque para dioxigenase e mono-oxigenases
(bioensaio). Com excecdo das enzimas do sistema citocromo P450 e epdéxido
hidrolases, a maioria das enzimas que foram expressas sao produzidas,
principalmente, por bactérias, indicando o papel importante desses micro-

organismos na degradacao do RBBR.

A conclusdo das andlises da anotacdo total dos metatranscriptomas
(bioensaio e controle) poderd auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de
destoxificacdo/degradacédo do corante RBBR, contribuindo para ampliar o
conhecimento sobre esta temética, tendo em vista a escassez de estudos
reportados em literatura com micro-organismos de origem marinha e de aplicacédo de
analises de metatranscriptoma na degradacdo de corantes e de outros poluentes

ambientais.
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ANEXOS

ANEXO 1. Matriz Codificada Plackett-Burman para 20 ensaios (PB1).
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ANEXO 2. Matriz Codificada Plackett-Burman para 16 ensaios (PB2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
In6culo In6culo Extrato Peptona Extrato Farelo Guaiacol Corante pH
Ensaios f9ngico bacteriano de (g/50mL) demalte detrigo (mM/50mL) (ppm)
(cilindros (mL/50mL) levedura (g/50mL) (g/50mL)
de 0,5 (9/50mL)
cm)
1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1
2 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
3 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1
4 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1
6 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1
8 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1
9 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1
10 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1
11 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1
12 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1
13 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1
14 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1
15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
17 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ANEXO 3. Matriz Codificada de DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional)
com 8 ensaios

Farelo de trigo Corante

Ensaios (9/50mL) (ppm)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
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ANEXO 4 — Rota metabdlica da glicélise/ gliconeogénese (destaque EC 1.2.4.1) -
BIOENSAIO
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ANEXO 5 — Rota metabdlica do ciclo do acido citrico (destaque EC 1.2.4.1) -

BIOENSAIO
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ANEXO 6 — Rota metabdlica da degradacao dos acidos graxos (destaque EC
1.14.15.3 € 1.18.1.3) - BIOENSAIO
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ANEXO 7 — Rota metabdlica da biossintese de esteroides (destaque EC 1.14.13.70)

- BIOENSAIO
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ANEXO 8 — Rota metabdlica da biossintese de horménio esteroide (destaque EC
1.14.14.1) - BIOENSAIO
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ANEXO 9 — Metabolismo da cafeina (destaque CYP1A2 - EC 1.14.14.1) -
BIOENSAIO
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CAFFEINE METABOLIZNM

S-ducetylaming-6-formylaraing-

S-methiluracil © 5-Acetylanring-6-anino-
S-methyhuracil
CvP142] CYP246
1,7-Dimethyluric acid O
11732
Hanthosine T-Ilethylanthine Paraxarithing
—_— o7 13701
O 211158 O 32225 o TV C 211160
‘|3 7.Methylbanthosine T
| 114317
| CYP1AZ
I 211150
| 211160 l
|
I - {11411 {114131D} 21 1160 Caffiine
114131 %
| 11732
|
I o]
7-Wlethyluric acid
| i [Li312-
|
- - O 3,7-Diznethyluric acid
T Theophylline
O:r-—umm 0

3-Ivlethylanthine

36,5 Trimethyl-
? allantoin v

Glyoaylate |
g}?t?b’%’hstrﬁ a4 ——QOu—-h_ _mO
+ H-Idethylurea
o}

N Diraethslurea

Hanthine N1aGE] 11312-
CYP142

1-Iethyluric acid

00232 10722113
(o) Kanehisa Lahoratories




ANEXO 10 — Rota metabdlica da degradacao do clorociclohexano e clorobenzeno (destaque - EC 1.13.11.1) - BIOENSAIO

CHLOROCYCLOHEXANE AND CHLOROBENZENE DEGRADATION
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ANEXO 11 — Rota metabdlica da degradacao do benzoato (destaque - EC 1.13.11.1) - BIOENSAIO

BENZOATE DEGRADATION |
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ANEXO 12 — Rota metabdlica da degradacao do fluorobenzoato (destaque - EC 1.13.11.1) - BIOENSAIO

FLUOROBEMZOATE DEGRADATION |

2-Fluorocyelohe xadiene-
cig,ris-1, 3-diol-1-carboxylate

1141210 o— 131}

2-Fluorohenzoate

3,3-Dibroran-

loheadiene 4 lopdroxybenzoate

6-Fluoroe -
cis,cis- I,fdinl- 1-catbowylate
.

i o o=l -0 2-Bromo-
3;F1mm5yclohemd1ene- . maleylacetate
3-Fluorohenzoate  cis,cis-1, 2 diol-1-catboiylate 2,6-Dibroranhsrdrocuinone
1141210 0 13125 O 115111 o 5517 [3.1.145]
3-Fluoroeatecho 2-Fluoro-cis,cis-auconate  3-Fhuorormeonolactone

S-Fluorocyelohexadiens-
cis,cis-l,fdjnl—l-calboxylate A Flunmocatecho

{1315 w0 TE}— 05511 | O———{FLLa ] Mabpheette

3.Flunro-cis cis-tconate  HFlunromuconokactone

4 Fluoroewclohexadiene-

4 Fluorobenzoate cig,cis-1,2-dinl-1-cathoxylate Benzoate degradation
O 1141210
O 1141213

A Fluoroe lo%wxadjsm- 2-Chlomohernzoate

Fluorohenzene cis,cis-1,20

1-Fluorocyelohexadiene-
cis,cis- 1,20 dial

1 A
CDDT deg:radation) (Dimu'n degradation )
A Chloro-benzovl-Cob
121120 O
2.4-Dichloro 2 4-Dichlorobenzoate

benzoyl-Cok

4H -
henzy;d;lo-go,k

0036 9527 s
() Kanehisa Lahoratories

¥
© Catechal
&|

126



ANEXO 13 — Metabolismo do tritpfano (destaque - EC 1.14.14.1) - BIOENSAIO

| TRYPTOPHAN METABOLISM |
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ANEXO 14 — Metabolismo do acido aracdénico (destaque - EC 1.14.14.1) - BIOENSAIO

ARACHIDOMIC ACID METAROLIENM
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ANEXO 15 — Metabolismo do acido linoleico (destaque - EC 1.14.14.1) -

BIOENSAIO
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| LINOLEIC ACID METAROLISM |
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ANEXO 16 — Metabolismo do piruvato (destaque - EC 1.2.4.1) - BIOENSAIO
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ANEXO 17 — Rota metabdlica da degradacao do tolueno (destaque - EC 1.13.11.1) - BIOENSAIO

[ ToLUENE DEGRADETION |
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ANEXO 18 — Rota metabolica da degradacao do aminobenzoato (destaque - EC
1.14.14.1) - BIOENSAIO
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ANEXO 19 — Metabolismo do retinol em animais (destaque - EC 1.14.14.1) -
BIOENSAIO
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ANEXO 20 — Rota metabdlica da degradacao de caprolactam (destaque - EC
1.14.15.3) - BIOENSAIO
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| caPROLACTAM DEGRADATION |
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ANEXO 21 — Metabolismo de xenobidticos pela via da citocromo P450 (destaque

EC 3.3.2.9. € 1.14.14.1) - BIOENSAIO
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METABOLISM OF XENQBIOTICE BY CYTOCHROME P450 |
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ANEXO 22 — Metabolismo de drogas pela via da citocromo P450 (destaque - EC 1.14.13.8 € 1.14.14.1). - BIOENSAIO

DRUG METABOLISM - CYTOCHROME P450
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ANEXO 23 — Metabolismo dos ami
3.3.1.1) - CONTROLE
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ANEXO 24 — Metabolismo de xenobidticos pela via da citocromo P450 (destaque

EC 3.3.2.9. € 1.14.14.1) - CONTROLE
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