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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 petrdleo, 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 6Oleo 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 descoloragdo). A atividade de enzimas ligninoliticas na validagéo foi baixa
ou ausente. As andlises de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
resultaram em diferencas no padrao de bandas do corante, quando comparadas as
bandas do bioensaio e do controle, indicando atuagcdo dos micro-organismos no
processo de descoloragédo. 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
destoxificacao, descoloracao e degradacéo do corante téxtil RBBR. Os resultados do
presente trabalho demonstram a importancia da aplicagdo do planejamento
experimental e da metatranscriptomica 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. Biodegradacéao.

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 PB1l 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 agoes
antropicas. Esses poluentes incluem, entre outros, corantes, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPASs), 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 e 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
quimicas diversas (pH, salinidade, variagcbes de temperatura, entre outras). Desta
forma, os micro-organismos presentes nesses ambientes estdo mais adaptados as
condicbes 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
condicBes 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 - Estruturacdo 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
avaliacdo 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 destoxificacado 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 degradacgdo de poluentes ambientais (como as ligninoliticas, as da via
da citocromo P450, dioxigenases, entre outras).
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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 in6culos (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 adsorcédo 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 o0 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 séo 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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