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RESUMO

Ambientes contaminados por hidrocarbonetos policiclicos arométicos sao
desafios que podem ser minimizados com o uso de microrganismos com
potencial de degradacédo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
degradacéo do antraceno e pireno por um isolado de Pseudomonas aeruginosa
e correlacionar com a atividade da lacase e manganés peroxidase. Foram
avaliados trés isolados de Pseudomonas aeruginosa (TGC-02, 03 e 07) e um
controle positivo com Aspergillus niger. Os experimentos foram divididos em
duas etapas: inicialmente realizou-se uma triagem com os isolados de P.
aeruginosa, submetidas a testes de emulsificacao e de colapso de gota. A maior
atividade hidrocarbonoclastica foi observada para o isolado TGC-02, que
degradou mais de 30% dos contaminantes testados. Posteriomente, foram
conduzidos os ensaios de biodegradacdo dos contaminantes antraceno e pireno
pelo isolado selecionado TGC-02 e comparado com uma isolados de A. niger.
Os ensaios duraram 25 dias, a temperatura ambiente, em microcosmos
contendo 30 mL de agua destilada, contaminada com 50 mg/L do pireno ou
antraceno, sob incubacao estética. Para cada ponto de analise, foi mensurado
pH, biomassa, viabilidade celular, proteinas totais e atividade enzimatica. O teor
dos contaminantes foi determinado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de chama apds 25 dias do bioprocesso. Nao foi observado
atividade especifica para lacase ou manganés peroxidase nos isolados testados,
nao sendo possivel correlacionar a capacidade de degradacdo com a atividade
especifica destas enzimas. Entretanto, ao analisar os resultados de proteinas
totais, observou-se gque ao longo dos 25 dias houve aumento nas concentracdes
de proteinas totais em presenca dos contaminantes, especialmente para P.
aeruginosa TGC-02. O isolado TGC-02 e A. niger cultivadas em presenca dos
contaminantes apresentaram viabilidade ao longo de 20 dias do bioprocesso.
Descontadas as perdas abibticas, O controle positivo A. niger degradou 28,11%
e 30,70% do pireno e antraceno, respectivamente. Ja P. aeruginosa TGC-02
apresentou melhores resultados, reduzindo pireno e antraceno em 37,83% e
33,01%, respectivamente. O A. niger € um fungo conhecido como agente de

degradacdo de compostos aromaticos, entretanto, neste trabalho a P.



aeruginosa se mostrou mais eficiente na degradacéo de pireno e antraceno do
meio liquido em 25 dias. Os resultados demonstramo potencial de
biorremediacdo da P. aeruginosa para remocdo de pireno e antraceno,
aparentemente independente da producao de manganés peroxidase e lacase.

Palavras-chaves: Biorremediacdo, Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos,
Aspergillus niger, atividade enzimatica.



ABSTRACT

Environments contaminated by polycyclic aromatic hydrocarbons are challenges
that can be minimized with the use of microorganisms with degradation potential.
The objective of this work was to evaluate the degradation capacity of anthracene
and pyrene by a Pseudomonas aeruginosa isolate and to correlate with laccase
and manganese peroxidase activity. Three isolates of Pseudomonas aeruginosa
(TGC-02, 03 and 07) and one positive control with Aspergillus niger were
evaluated. The experiments were divided into two steps: screening with P.
aeruginosa isolates was initially screened for emulsification and drop collapse
tests. The higher hydrocarboclastic activity was observed for the TGC-02 isolate,
which degraded more than 30% of the contaminants tested. Subsequently, the
biodegradation assays of the anthracene and pyrene contaminants by the
selected TGC-02 isolate and compared to an A. niger isolate were conducted.
The assays lasted 25 days at room temperature in microcosms containing 30 mL
of distilled water, contaminated with 50 mg / L of pyrene or anthracene, under
static incubation. For each point of analysis, pH, biomass, cell viability, total
proteins and enzymatic activity were measured. The content of the contaminants
was determined by gas chromatography coupled to flame spectrometry after 25
days of the bioprocess. No specific activity was observed for laccase or
manganese peroxidase in the tested isolates, and it was not possible to correlate
the degradation capacity with the specific activity of these enzymes. However,
when analyzing the total protein results, it was observed that during the 25 days
there was an increase in the concentrations of total proteins in presence of the
contaminants, especially for P. aeruginosa TGC-02. The TGC-02 and A. niger
isolates cultured in the presence of the contaminants presented viability during
the 20 days of the bioprocess. Discounting the abiotic losses, the positive control
A. niger degraded 28.11% and 30.70% of the pyrene and anthracene,
respectively. P. aeruginosa TGC-02 presented better results, reducing pyrene
and anthracene in 37.83% and 33.01%, respectively. A. niger is a fungus known
as a degradation agent of aromatic compounds, however, in this work P.
aeruginosa proved to be more efficient in the degradation of pyrene and

anthracene in the liquid medium in 25 days. The results demonstrate the potential



of bioremediation of P. aeruginosa for the removal of pyrene and anthracene,

apparently independent of the production of manganese peroxidase and laccase.

Keywords: Bioremediation, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Aspergillus niger,

enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) compreendem uma
das mais importantes classes de contaminantes lancados no ambiente,
especialmente 4gua e solo. Estes hidrocarbonetos podem ser produzidos de
forma natural, em ambientes de pressao e temperatura elevadas, como € o0 caso
de erupcdes vulcanicas ou incéndios florestais, entretanto a atividade humana é
a maior fonte de lancamento destes compostos no ambiente (AZEVEDO et al.,
2013). Com o desenvolvimento da sociedade e o aumento do consumo de
derivados do petréleo, as formas de producdo e emissdo se diversificaram.
Diversos sdo os produtos que contém HPAs que séo descartados de forma
incorreta. Ainda, em ambientes onde ha armazenamento de combustiveis, como
postos de combustiveis, acidentes por falta de manutencdo das instalacfes
podem resultar em contaminacado do solo, atingindo lencgéis freaticos e aquiferos.
Dada suas propriedades fisico-quimicas, as formas de contaminacédo por HPAs
podem ser variadas e sua persisténcia no ambiente também (RAVINDRA et al.,
2008).

Ambientes contaminados por HPAs sao desafios que devem ser
resolvidos devidos aos efeitos negativos na biota. No entanto, a degradacéo
espontanea destes compostos € um processo lento. Desta forma, os isolados
podem ser utilizados para diminuir o tempo de remocédo de contaminantes do
ambiente. Como bem relatado na literatura, fungos lignoceluloliticos possuem
metabolismo propicio a degradacdo de compostos aromaticos, como € o caso
de HPAs, sendo eles relatados como agentes biorremediadores (BALAJI,
ARULAZHAGAN e EBENEZER, 2014). Bactérias também sdo potenciais
agentes de descontaminacao, como € o caso da Pseudomonas aeruginosa, uma
bactéria Gram-negativa aerdbia. O género Pseudomonas se caracteriza por
compreender organismos metabolicamente versateis, habeis em utilizar mais de
90 moléculas diferentes como fonte de carbono e energia, incluindo HPAs. A
capacidade de degradacdo de HPA por Pseudomonas pode ser explicada pela
presenca de diversos outros compostos aromaticos e policiclicos presentes na
natureza (MERCANTE et al., 2008).
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Para ocorrer a degradacdo de HPAs, é necessaria a quebra de suas
ligagBes moleculares em compostos mais simples e assimilaveis ao metabolismo
microbiano. Sabe-se que enzimas da familia das oxirredutases e peroxidases
atuam em compostos aromaticos formando catecois e acido cis-cis-mucoénico,
gue podem participar do ciclo do acido citrico (XU E BOLLAG, 1999).

Mediante o exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade
de degradacdo do antraceno e pireno de um isolado de P. aeruginosa e

correlacionar com a atividade da lacase e manganés peroxidase.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)
Os HPAs formam um grupo de compostos organicos, caracterizados pela

presenca de dois ou até mais de vinte anéis aromaticos ou cicloalcanos,
condensados e rearranjados em diferentes configuracdes (KIM et al., 2013).
Dentro dos contaminantes organicos presentes no ambiente, os HPAs sdo os
mais comuns, bem como 0s mais investigados quanto aos seus efeitos
biologicos (AZEVEDO et al., 2013). Além disso, os HPAs sdo mutagénicos e
carcinogénicos e muitos deles recebem a classificacdo B-2 pela IARC (Agéncia
Nacional de Pesquisa em Cancer), isto significa que possuem provavel atividade

carcinogénica em humanos (US EPA).

Os HPAs podem se originar de diferentes atividades geoquimicas ou
antropogénicas. Os processos geoquimicos de exposicao as altas temperaturas
e pressdes permitem a formacédo desses compostos (VASCONCELOS, 2011).
No entanto, os HPAs sdo lancados no ambiente em mais de 90% dos casos pela
atividade humana. Sua ocorréncia generalizada é oriunda da combustdo
incompleta de materiais organicos, como lixo, tabaco e matéria vegetal, assim
como por incéndios, queima de combustiveis fosseis e atividades vulcanicas
(ZHANG e TAO, 2009; KIM et al., 2013). Ressalta-se que nos paises em
desenvolvimento, o carvdo, a madeira e residuos de lavoura sdo as principais
fontes de energias domésticas, contribuindo de forma significativa para a
emissdo de HPAs nestes ambientes (JENKINS et al., 1996). Também existem
as fontes moveis, que nas quais podemos incluir a combustdo de combustiveis

por aeronaves, navios, ferrovias e automéveis urbanos (AZEVEDO et al., 2013).

Quimicamente, os HPAs podem ser divididos em duas categorias:
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de baixa massa molecular, com dois e
trés anéis e os HPAs de alta massa molecular, com quatro ou mais anéis (MASIH
etal., 2012; KIM et al., 2013). Os HPAs de baixo peso molecular séo comumente
emitidos em sua fase gasosa, enquanto os de alta massa molecular sdo mais
frequentemente emitidos associados a particulas em suspensédo (RAVINDRA et
al., 2008). As propriedades fisico-quimicas dos HPAs os tornam altamente

moveis no ambiente, permitindo que sejam transportados pelo ar, solo e agua

16



(BAKLANOV et al., 2007). Na Tabela 1 pode-se observar o niumero de anéis e
férmulas quimicas dos 16 principais HPAs, cujas estruturas sdo mostradas na
Figura 1.

Tabela 1. Caracteristica de 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos.

Nome do composto ne Formula
anéis

Naftaleno 2 CioHs
Acenatftileno 3 Ci2H10
Acenafteno 3 Ci2Hs
Fluoreno 3 CasH1o
Fenantreno 3 Ci2H10
Antraceno 3 CiaH10
Fluoranteno 4 CisH10
Pireno 4 CisH10
Benzo[a]antraceno 4 CisH12
Criseno 4 CisH12
Benzo[b]fluoranteno 5 C20H12
Benzo[Kk]fluoranteno 5 C20H12
Benzo[a]pireno 5 C20H12
Dibenzol[a,h]antraceno 5 Ca2H12
Benzo[g,h,i]perileno 6 C2o2H12
Indenol[1,2,3]pireno 6 C22H12

Fontes: Vasconcelos (2011); Kim et al. (2013);
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Figura 1. Estruturas quimicas dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

prioritarios da Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos.

NS = TN T e
g g oy U
Naftaleno Acenaftileno Acenafteno

Fenantreno Antraceno ‘Fluoranteno

Benz[aJantraceno Criseno

Benzo[alpireno  Indeno[123cdpireno Dibenz[ah]antraceno Benzo[ghi]perileno

Fonte: Vasconcelos, 2011.

Os HPAs possuem baixa solubilidade em &gua, e esta propriedade
diminui de acordo com o0 aumento do nimero de anéis. Ainda, pode-se utilizar o
coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) e o coeficiente de particdo carbono
organico/agua (Koc) como indicativo de capacidade de mobilidade desses
compostos na agua. Quanto maior o valor destes coeficientes, maior a afinidade
deste ao solo, e menor sua mobilidade em agua (MONTEIRO, TAVARES e
SILVA, 2016). Os HPAs apresentam coeficiente de particdo octanol/agua
superiores a 1000, evidenciando grande afinidade lipofilica de acordo com o
aumento no numero de anéis aromaticos da molécula (OCHS, FURTADO e
PEREIRA-NETTO, 2015). A volatilidade deste grupo de compostos €

inversamente proporcional ao nimero de anéis presente na estrutura.

Dado o potencial hidrofébico, os HPAs sdo absorvidos pelos mamiferos,
através de rotas de exposi¢do dérmica, ingestdo ou inalacdo. O mecanismo de

toxicidade é considerado pela sua interferéncia na fungdo da membrana celular
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assim como desestabilizacdo de enzimas associada a membranas
(ARMSTRONG et al., 2004). Dentre eles, o benzeno, antraceno e pireno sao
destacados como os mais toéxicos (KIM et al., 2013; HUSSEIN e MANSOUR,
2016).

As causas de contaminacao do solo e 4gua por HPAs sé&o variadas, mas
seus efeitos convergem para o desbalanceamento do ecossistema local, levando
a danos tanto econémicos quanto para saude dos organismos (JIANG e YU,
2014).. Quando absorvidas, ndo ha interacdo direta com o material genético, os
HPAs sofrem acdo enzimética por ativagdo do citocromo P450, formando
metabolitos de natureza eletrofilica. Existem quatro possiveis mecanismos
envolvidos, que sao: (a) oxidacdo enzimatica de hidrélise com formacédo de
diolepoxidos; (b) Formacao de ésteres benzilicos e eletrofilicos por reacdes de
substituicdo; (c) Producédo de radicais catidnicos; (d) De-hidrogenacgéo
enzimatica, produzindo quinonas capazes de reagirem com o DNA (BERNARDO
et al., 2016; MONTEIRO, TAVARES e SILVA, 2016).

A contaminacao do solo por hidrocarbonetos derivados do petréleo surge
como um grande desafio, devido a complexidade da composi¢cdo quimica e a
variacdo das propriedades fisico-quimicas, geoquimicas e bioquimicas de sua
adicao ao solo (HEIDERSCHEIDT et al., 2016).

Quando ocorre o derramamento de gasolina em solos, por exemplo, uma
das principais preocupacfes € a contaminacédo de lenc¢dis de agua subterranea,
que podem carrear esse xenobidtico até os aquiferos (ANDRADE, AUGUSTO e
JARDIM, 2010). Quando um contaminante desta classe entra em contato com o
solo, ele passa por processos de sorgéo, adveccéo, dissolucdo ou volatilizagcéo.
Todos estes, translocando-o através da matéria soOlida sem alterar sua
conformacdo quimica. Posteriormente, podem passar por processos
degradativos que alteram sua estrutura quimica (SWOBODA-COLBERG, 1995).

Os mecanismos de degradagdo que podem atuar nos HPAs na
subsuperficie sdo: retencdo por adsorcao as particulas do solo; retencéo da fase
dissolvida por capilaridade; perda por volatilizacéo; transporte na fase aquosa;
transporte na fase liquida pura; atividade biologica; reacdes de oxidacdo e
reducdo (OLIVEIRA, 2017).
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Bactérias anoxigénicas podem converter HPAs em CO:2 por atividade
fototrofica (Figura 2). Ainda, bactérias aerObias podem degradar estes
hidrocarbonetos liberando 4gua e CO2 no meio. Em ambiente anaerdbio,
diferentes processos bioquimicos podem ocorrer, incluindo a fermentacédo do
HPA como fonte de carbono liberando acidos organicos (WETLER-TONINI,
REZENDE E GRATIVOL, 2010). A necessidade de entendimento da diversidade
metabdlica surge como fonte de estudo de possiveis agentes bacterianos para

remediacao destes contaminantes.

Figura 2. Utilizagdo microbiana de compostos arométicos por via aerébia e
anaerobia, demonstrando os diferentes aceptores de elétrons na respiracao.

(2) RESPIRAGAO
co, ( 3 )
QUIMIOTROFICOS g
(1 ) AEROBIOS I[:> Aercbica -
b <] QUIMIOTROFICOS
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FOTOTROFICOS | ™. * . Desnitrificagdo
ANOXIGENICOS < NO.- N
" Luz €0,
/ \ Redugao do ion Férrico—
C.Hn Fe¥ _.Fe?*
Biomassa < Hidrocarboneto co2
1 Sulfato Reducdo —> Biomassa
Co, SO H,S
co,
________ ~Compostos
............. organicos
......... Blomiasia Metanogénese

e o + 2
organicos Co,

(1) Rota metabdlica em presenca de luz, por bactérias fototréficas anoxigénicas; (2) Rota metabdlica em
presenca de Oz, por bactérias aerdbias; (3) Rotas metabdlicas anaerdbias, com liberagdo de CO:z ou
fermentacdo. Fonte: Modificado de WETLER-TONINI, REZENDE E GRATIVOL, (2010).
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2.2 Microrganismo e Degradacao de Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos

2.2.1 Bactérias
A biomassa microbiana pode ser considerada como a parte viva da

matéria organica, que, para o ciclo do carbono, representa o compartimento
central desta atividade (MERCANTE et al., 2008). Entretanto, o equilibrio dos
nutrientes presentes no meio pode ser alterado em presenca de compostos que
nao sdo comuns aquele bioma, por exemplo os xenobidticos como os metais
pesados, herbicidas e derivados do petréleo. Nessas situacfes, os isolados
sofrem pressdes seletivas, que irdo promover alteracbes moleculares,
resultando em tolerancia, resisténcia e multirresisténcia a antibidticos,
degermantes, metais pesados, altas concentracdes de sais e uma miriade de
diferentes moléculas toxicas e a outros isolados que ndo foram capazes de se
adaptar (DE VOS et al.,, 1997; TOP e SPRINGAEL, 2003). As bactérias
resistentes podem adquirir essas informacfes genéticas por transferéncia
horizontal de genes, assim as células individuais mais adequadas para resistir
ou degradar os xenobioticos serdo selecionadas e persistirdo no ambiente hostil
constituindo a maior fragcdo da comunidade microbiana total do que antes da
presenca do xenobidtico (HACKER e CARNIEL, 2001; TOP e SPRINGAEL,
2003). Segundo Alonso et al. (2009).

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo ubiquo, Gram-negativo, aerébio e
monotriquio, com faixa de temperatura de crescimento estabelecida entre 25-42
°C, com preferéncia a habitats de agua doce (SCHROETER, 1872; MIGULA,
1894; 1900 apud SHORTER BERGY’S MANUAL, 1994). A literatura relata o
isolamento desta espécie de diferentes ambientes, como solo, plantas,
alimentos, fezes, rizosfera, piscinas, saunas, aquiferos sob cemitérios e até
mesmo agua engarrafada (TSORAEVA e MARTINEZ, 2000; ZAGO et al., 2001,
DUBOIS et al., 2001; CAVALCANTI, 2017). Em meio de cultura, esta espécie
produz 2-aminoacetofenona, composto presente em frutas, atribuindo aa cultura
odor adocicado. Ainda, & descrito na literatura a versatilidade metabdlica desta
espécie quanto a ambientes hostis, capacidade de producdo de pigmentos

fenazinicos, bem como a organizagdo em biofime (CAVALCANTI,
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2017).Pseudomonas aeruginosa € relatada como um dos organismos com
melhor capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais. Segundo Scott-
Thomaz (2010), com um genoma de apenas 6,3 Mpb,.

P. aeruginosa apresenta versatilidade téo eficiente que pode ser cultivada
em meios desprovidos de fatores de crescimento e utilizar mais de 90 moléculas
como fonte de carbono e energia. Devido a estas caracteristicas, a
Pseudomonas aeruginosa se mostra como um potencial agente de remocéao de
diversos xenobidticos empregando técnicas de biorremediacdo. A presenca de
HPAs em toda a biosfera, por exemplo, pode explicar a capacidade da espécie
em utilizar esta classe de compostos como substrato de crescimento (WETLER-
TONINI, REZENDE e GRATIVOL, 2010).

2.2.2 Mecanismo de degradagcao microbiana de HPA
As maiores fracbes do petréleo, de 60% a 90%, sdo biodegradaveis.

Entretanto, o restante em estado bruto ou refinado é considerado recalcitrante e
seu destino ir4 depender de uma gama de fatores, dentre eles, a degradacéo
microbiana (WETLER-TONINI, REZENDE e GRATIVOL, 2010).

Para ocorrer a biodegradacdo dos HPAs é necesséria a quebra de
ligacbes moleculares em compostos mais simples, com baixa ou nenhuma
toxicidade, e que possam participar de rotas metabdlicas de isolados. A remocao
de compostos organicos téxicos por varias espécies de bactérias, fungos e
plantas superiores pode ser mediada por oxirredutases (BOLLAG E DEC, 1998;
GIANFREDA, XU E BOLLAG, 1999). Os isolados extraem energia por via de
reacdes bioquimicas mediadas por enzimas que clivam ligacBes quimicas e
permitem a transferéncia de elétrons do substrato organico reduzido (doador)
para outro composto organico (aceptor)(KARIGAR e RAO, 2011). Em P.
aeruginosa, assim como para outras bactérias, a quebra de compostos

aromaticos pode ser feita aerobicamente ou anaerobicamente (Figura 3).
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Figura 3. Possiveis rotas de degradacao de HPA por bactérias.
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Fonte: Adaptado de Sunita e Varjani (2017).

As rotas de biodegradacdo em Pseudomonas ainda nao estéo totalmente
elucidadas. Entretanto, Sunita e Varjani (2017) prop&e trés rotas metabolicas
gue convergem as propostas por Haritash e Kaushik (2009), ambos evidenciam
o metabolismo aerdbio dos HPAs. Na primeira etapa do metabolismo aerdbio, o
composto aromatico é transformado em um metabdlito intermediario e central na
via de degradacdo de HPA, geralmente, o catecol e acetatos. O catecol sofre
acOes de enzimas de fissdo, sendo convertido em dois intermediarios utilizados
na geracao de carbono e energia. O anel do catecol é clivado por dioxigenases,
adicionando uma molécula de oxigénio ao anel. Consequentemente é formado
0 acido cis-cis-muconico por oxigenases intradiol, enquanto as di-oxigenases
extradiol produzem o semialdeido 2-hidroximuconico (HARITASH e KAUSHIK,
2009; FUENTES et al., 2014). Os produtos resultantes sao convertidos em
intermediarios no ciclo do &cido citrico. O &cido cis-cis-muconico é convertido em
succinato e acetil-CoA, e o semialdeido em acido pirdvico e acetaldeido
(WETLTER-TONINI, REZENDE e GRATIVOL, 2010).

23



Fungos lignoceluloliticos vém sendo estudados devido a sua capacidade
de produzir enzimas extracelulares com extrema especificidade por
determinados tipos de substrato, dentre eles, lignina. Os fungos lignoceluloliticos
possuem esta atividade por produzirem peroxidases que oxidam diretamente o
substrato orgéanico. O sistema lignolitico fingico apresenta trés grupos principais
de enzimas: lignina peroxidases, manganés peroxidases e fendis oxidases,
como a lacase (BALAJI, ARULAZHAGAN e EBENEZER, 2014; LEE et al., 2014;
KADRI et al.,, 2016). Na maioria das espécies fungicas, as peroxidases sao
geralmente reconhecidas como sendo familias de isoenzimas que ocorrem como
proteinas glicosiladas extracelulares, sendo o padrdo de glicosilacdo
responsavel pela sua estabilidade (CHANDRA e CHOWDHARY, 2015; KADRI
et al., 2016). Entretanto, estudos mostram que bactérias também possuem
peroxidases com funcdes semelhantes (GAUR, NARASIMHULU e PYDISSETY,
2018; KUMAR e CHANDRA, 2018).

As oxigenases pertencem a familia das oxirredutases. Elas participam da
oxidacdo e reducédo de substratos a partir da transferéncia de oxigénio utilizando
como co-substrato FAD/NADH/NADPH (KARIGAR e RAO, 2011). As oxigenases
podem ser divididas em duas subcategorias: Monooxigenases e Dioxigenases,
baseada no numero de oxigénio que é inserido na molécula (Figura 4). As
oxigenases possuem um largo espectro de atividade em compostos, incluindo
compostos organoclorados, halogenados e derivados do petréleo (FOX et al.,
1990; ARORA, KUMAR e CHAUHAN, 2009). A classe das monooxigenases
participam da dessulfuracdo, desalogenacdo, desnitrificacdo, amonificacao,
hidroxilagdo, biotransformacdo e biodegradacdo de varios compostos
aromaticos e alifaticos (GROSSE et al., 1990). A classe das dioxigenases

possuem enzimas que introduzem duas moléculas de oxigénio em seu substrato.
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Figura 4. Representacdo de duas reacfes enziméticas envolvidas com a
degradacédo de compostos aromaticos por monooxigenases e dioxigenases.
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Fonte: KARIGAR e RAO, 2011.

A lacase (Lac) (EC 1.10.3.2; benzodiol: oxigénio oxirredutase) pertence a
familia das oxidases de cobre que tem a capacidade de oxidar fendis, polifendis
e anilinas em presenca de peréxido de hidrogénio ou dioxigénio (Figura 5)
(TAVARES et al., 2016; GAUR, NARASIMHULU e PYDISETTY, 2018). Esta
enzima ja vem sendo estudada por sua capacidade em oxidar pireno e antraceno
(STEFFEN et al., 2003; BAUTISTA, MORALES e SANS, 2015; KADRI et al.,
2016).
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Figura 5. Reacdo enzimética reversivel mediada pela Lacase.
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Fonte: Reacdo KEGG R00083.

Peroxidases sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de compostos
fenolicos em presencga de peréxido de hidrogénio. As peroxidases podem ser do
subgrupo hemeperoxidase e nao-hemeperoxidase. A manganés peroxidase
(MnP) (EC 1.11.1.113; Mn (II): H202 oxirredutase) se difere das demais devido a
sua estrutura no local de ligagdo do substrato. A MnP oxida Mn?* em Mn3*, que
ndo pode ser substituida por outros metais (Figura 6). Ainda, acidos organicos
alifaticos como lactato e oxalato induzem a taxa de oxidacdo de manganés. Ja
foi relatada a capacidade da MnP de degradar HPAs como antraceno e pireno
(BARBOROVA et al., 2006; AGUIAR e FERRAZ, 2012; KADRI et al., 2016;
NARASIMHULU e PYDISETTY, 2018).

Figura 6. Reacdo enzimética reversivel mediada pela Manganés Peroxidase.
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Fonte: Reacdo KEGG R00011.
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2.3 Biorremediacao
A contaminacéo por derivados do petréleo reduz a capacidade do solo de

suportar o crescimento de plantas, além de contaminar aguas subterréaneas e
aumentar a presenca de metais pesados que podem bioacumular e
biomagnificar causando efeitos adversos a saude (ADAMS et al., 2014). A
contaminacdo de solos e aguas também pode ter um impacto econdémico nas

industrias de turismo e na industria de extracdo de recursos marinhos.

O grande desafio é enfrentar estes problemas de degradacdo ambiental
de forma segura e ambientalmente racional com custos baixos (ADAMS et
al.,2015). Uma tecnologia que vem ganhando espaco e j4 é intensamente
estudada, é a biorremediacdo, que € um processo que objetiva o uso de isolados
e seus produtos para a reducdo ou remocao de contaminantes em agua ou solo
(PEREIRA e FREITAS, 2012; EL-SHEEKH et al., 2016). O uso de isolados na
biorremediacdo moderna pode ser creditada em partes a George Robinson, que
utilizou isolados para consumir 6leo de um vazamento da costa de Santa
Barbara, California em meados dos anos 1960. Apds esse acontecimento, nas
décadas seguintes, a biorremediacédo de 6leos e outros xenobidticos perigosos
receberam mais visibilidade (ADAMS et al., 2015). O objetivo da biorremediacao
€ mineralizar poluentes, isto €, transformar as moléculas organicas em CO:2 e

H20 (PEREIRA e LEMOS, 2013).

Alguns isolados autoctones a regido contaminada costumam desenvolver
papel fundamental no processo de biorremediacdo atuando como agentes de
transformacao de compostos organicos complexos em compostos mais simples
e assimilaveis. Este processo € denominado de mineralizacdo (KILLHM, 1994;
ADAMS et al., 2015; EL-SHEEKH et al., 2016).

Na biorremediacéo, séo utilizados isolados para reduzir, eliminar, conter
ou transformar contaminantes no solo, sedimentos, 4gua ou ar. Este processo
pode ser definido como detoxificacdo de compostos quimicos complexos por
mineralizacdo, transformacdo ou alteracbes estruturais das moléculas. A
biorremediacdo envolve a obtencdo de energia metabdlica a partir de reacdes

de reducdo e oxidacdo por células microbianas. Estas reagfes incluem
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respiracdo e outras funcbes bioldégicas necessarias para manutencao e
reproducdo celular. Diferentes tipos e classes de receptores de elétrons
microbianos podem estar envolvidos na biorremediagdo como cations
polivalentes: nitrato, oxigénio, manganés, ferro (Ill), sulfato e didxido de carbono
(ADAMS et al., 2015).

A biorremediag&o pode ser executada de diferentes formas, e uma delas
€ a bioestimulacdo, que envolve a modificacdo do ambiente contaminado. O
objetivo é estimular as bactérias autoctones que possuem mecanismos
bioquimicos para degradacéo do xenobiotico. Este estimulo pode ser realizado
com a adicdo de nutrientes limitantes e aceptores de elétrons, tais como fésforo,
nitrogénio, oxigénio ou fontes de carbono de facil assimilagdo, que em um
ambiente contaminado se encontram restritos (SILVEIRA e MANDAI, 2016).

7

Bioestimulo é um tipo de remediacdo natural que pode melhorar a
degradacédo do poluente otimizando condi¢des de cultivo, como aeracao, adicdo
de nutrientes, pH e controle de temperatura, aléem da avaliacdo da cinética do
processo in situ. A grande vantagem da bioestimulacdo é o aumento da
populacdo microbiana dos individuos autdctones ja adaptados a condi¢do de
contaminag¢do. Por outro lado, o maior desafio ocorre em razdo da
disponibilidade dos nutrientes adicionados ao meio, 0s quais proporcionaréo o
aumento da populacdo de heterotréficos sem atividade biodegradadora
(MARGESIN et al., 2000; AL SULAIMANI et al., 2011; KANISSERY e SIMS,
2011; MORAIS FILHO e COROLIOLANO, 2016).

O segundo método de biorremediacdo mais empregado, aplicado desde
a década de 1970 é o bioaumento. Neste processo ocorre a adi¢cao de isolados
degradadores ao sitio contaminado. Este método consiste em um processo de
biorremediacdo ex situ em que sado adicionadas linhagens adaptadas que
utilizam o contaminante como substrato. Geralmente, utilizada com o objetivo de
descontaminar regibes com concentracdes elevadas de petroderivados onde a
microbiota esta inibida. Para que essa abordagem seja bem sucedida, os
isolados inseridos devem ser capazes de degradar maior parte da composicéo
do contaminante, além de manter a estabilidade e viabilidade genética durante

0 armazenamento, sobreviver ao ambiente hostil e competir com a microbiota
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nativa (OLLIVER e MAGOT, 2005; ADAMS et al., 2015; MORAIS FILHO e
COROLIOLANO, 2016).

As bactérias pertencem a uma classe de isolados ativamente envolvidos
na degradacdo de hidrocarbonetos em diferentes sitios de contaminacao
(HARITASH e KAYSHIK, 2009). Ye et al. (1996) observaram a diminui¢cdo nas
concentracbes de benzopireno apdés 168h de incubacdo, empregando
Sphingomonas paucimobilis EPA 505, resultando em 95% de transformagé&o do
contaminante. Também observaram que o crescimento desta isolados, quando
suplementada com glicose, aumentou a concentracdo de CO: indicando
hidroxilacdo e clivagem das ligagBes dos anéis do benzeno. Aitken et al. (1998),
ao analisarem linhagens de solo contaminado por petroderivados (6leo
lubrificante e Oleo diesel), identificaram prevaléncia de espécies de
Pseudomonas. Walter et al. (1991), analisaram atividade de Pseudomonas
aeruginosa oriundas de regido contaminada por residuos de refinaria de petréleo
e observaram que espécies submetidas ao crescimento com concentracées
elevadas de fenantreno como substrato conseguiram remover o contaminante
em um periodo de 30 dias. Yuan et al. (2002) isolaram seis linhagens de
bactérias Gram-negativas em regido contaminada por petroderivados e
verificaram que todas as linhagens degradaram fluoreno, fenantreno, antraceno
e pireno em uma taxa de 70-100% em um periodo de 40 dias. Duas das seis

linhagens eram de Pseudomonas fluoresens.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de degradacao do antraceno e pireno de um isolado

de P. aeruginosa e correlacionar com a atividade da lacase e manganés

peroxidase.

3.1 Objetivos Especificos
e Identificar linhagens de P. aeruginosa com capacidade de

biorremediacéao;

e Avaliar capacidade de degradacao do antraceno e pireno por uma
isolados de Pseudomonas aeruginosa e comparar ao controle
positivo Aspergillus niger;

e Avaliar atividade das enzimas lacase e manganés peroxidase;

e Avaliar a correlacdo entre a capacidade de degradacdo de

contaminantes com a producao das enzimas estudadas;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local dos experimentos e estratégia experimental
Os experimentos foram realizados no Centro de Biotecnologia (CBiotec)

da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), nos laboratorios de Microbiologia
Ambiental (LAMA) e no Laboratério de Biotecnologia de Organismos Aquéticos
(LABOTrA), onde foram realizados dois experimentos: Experimentos de Triagem

e Biorremediacéao (Figura 7).

Figura 7. Estratégia Experimental
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(1) Triagem de Bactérias: trés isolados foram submetidos a dois testes de atividade hidrocarbonoclasticas,
o indice de emulsificacdo (IE4sn) € o teste de Colapso de Gota; (2) Biorremediacdo: a Pseudomonas
aeruginosa selecionada a partir da triagem foi submetida ao experimento de biorremediagéo junto ao
controle positivo Aspergillus niger, em microcosmos independentes. Cada microrganismo foi submetido a
trés condicdes diferentes, na presenca ou ndo de antraceno ou pireno; (3) Tempos de Andlises: cada grupo
experimental foi avaliado nos dias 0, 3, 5, 10, 15, 20 e 25 do bioprocesso. Em cada um destes momentos,
cada amostra foi submetida as analises de pH, biomassa, viabilidade, proteinas totais, biodegradacéo e
ensaios enzimaticos.
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O projeto foi dividido em duas etapas, a triagem das Pseudomonas
aeruginosa, onde foi avaliado o potencial hidrocarbonoclastico dos isolados. A
isolados que apresentou o melhor desempenho de degradacéo foi utilizada na
biorremediacdo do pireno e antraceno. Nesta segunda etapa, foi utilizado o
isolado de P. aeruginosa eA. niger. Cada isolados foi submetido as mesmas
condicbes de cultivo. O pH, biomassa, viabilidade, proteinas totais,
biodegradacéo do contaminante e atividade enzimatica foram avaliados.

4.2 Experimentos de Triagem
Para a triagem dos isolados com melhor desempenho de degradacéo de

petroderivados, foi feito o teste do indice de emulsificacdo (COOPER E
GOLDBERG, 1987) e o teste do colapso de gota descrito por Hanson, Desai e
Desai (1993).

Trés isolados de P. aeruginosa foram utilizados neste trabalho, todas
prospectadas proximas a postos de combustiveis e com historico de

contaminacdao (Tabela 2).

Tabela 2. Local de isolamento de Pseudomonas aeruginosa

Isolados Regido de Jodo Pessoa-PB Coordenadas

TGC-02 Posto de Gasolina 7° 14'S 34° 84'W
TGC-03 Posto de Gasolina 7°15'S 34°,83'W

TGC-07 Posto de Gasolina 7° 08' 32"S 34°55' 14"W

Os isolados estédo cadastrados no SISGen, n° A6B80BD.

4.2.1 indice de Emulsificac&o
O indice de emulsificacdo foi determinado segundo Cooper e Goldberg

(1987). Para este teste, foram adicionados 4 mL de um dos petroderivados
(gasolina comum, Oleo diesel, Oleo lubrificante e querosene) e 4 mL da
suspensao bacteriana a tubos de centrifuga de 15 mL. Os tubos foram
homogeneizados em vortex por 2 minutos e incubados a 30 °C por 72h. As

analises foram feitas as 24h, 48h e 72h. O indice de Emulsificacédo foi medido
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atraves da divisdo da altura da emulséo pela altura total da coluna e multiplicado
por 100. Lauril sulfato de sodio (SDS) foi utilizado com o fim de comparacéo de

emulsificagao.

4.2.2 Colapso de Gota
O teste de colapso de gota foi realizado como descrito por Hanson, Desai

e Desai (1993). O ensaio foi realizado em triplicata, utilizando placas de 24
pocos, que foram preenchidos com 1,5 mL de meio mineral minimo (0,5 g/L de
K2HPO4, 0,5 g/L de (NH4)2SO4, 0,5 g/L de MgSO4, 0,01 g/L de FeClz, 0,01 g/L de
CaClz, 0,001 g/L de MnClz e 0,001 mg/L de ZnSQa4), 10uL da fonte de carbono,
2,5 uL da suspensao bacteriana e 1,5 pL da solugao indicadora 2,6-diclorofenol
indofenol 1% (DCPIP). A suspensédo bacteriana foi preparada a partir de um
cultivo onde, tomando como base o tubo niimero 1 da escala MacFarland (= 108
UFC/mL), o pré-indculo foi preparado em solucao de NaCL 0,85% e adicionado
em caldo nutriente (1,0 g/L de extrato de carne, 2,0 g/L de extrato de levedura,
5,0 g/L de peptona de carne e 5,0 g/L de NaCl). Apos 24h de incubacgéo a 30 °C,
a suspensao foi adicionada a placa multipocos. Os petroderivados empregados
no ensaio foram: gasolina comum, Oleo diesel, 6leo lubrificante, benzeno,
tolueno e xileno. Para o controle do teste, pogcos foram preenchidos com o meio
mineral minimo, contendo a fonte de carbono e o indicador redox, na auséncia
do inéculo. Todas as placas foram incubadas a temperatura ambiente e
observadas em intervalos de 24h por até 120h. A viabilidade celular foi verificada
ao final do teste, por meio da transferéncia de uma aliquota de cada poco, para
novas placas contendo caldo nutriente. Apos incubacao a 30 °C por 24-48h, a
turbidez formada indicou que o hidrocarboneto e seus metabdlitos ndo foram
toxicos para as linhagens testadas. A isolados selecionada foi repicada e
armazenada a5 °C em agar nutriente (5 g/L de peptona de carne, 3 g/L de extrato

de carne e 15 g/L de agar).
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4.3 Experimento de Biorremediacao

4.3.1 Contaminantes
Foram avaliados dois HPAs, o antraceno (Merck, 96% de pureza) de

baixa massa molecular e pireno (Merck, 98% de pureza) de alta massa
molecular. Cada contaminante foi dissolvido em acetona pura (Sigma) e
posteriormente adicionados em cada microcosmo separadamente. A

concentracéo final dos contaminantes em cada microcosmo foi de 50 mg/L.

4.3.2 Isolados
Foi empregado o isolado de P. aeruginosa com melhor atividade

degradadora a partir dos experimentos de triagem. O A. niger por ser relatado
como agente degradador de compostos aroméaticos, como HPAs, foi selecionado
como controle positivo a este bioprocesso. O fungo foi cedido gentilmente pela
Prof. Edeltrudes de Oliveira Lima (DCF/CCS/UFPB). Os dois isolados foram

submetidos a aclimatacao em pireno e antraceno.

Inicialmente, os isolados foram incubados a 30 °C em erlenmyers de 250
mL contendo 100 mL de meio mineral minimo com extrato de levedura (0,1 g/L),
acrescido de 5 mg/L do contaminante. ApGs 24h, uma aliquota foi retirada e
adicionada em um segundo erlenmeyer, na propor¢cao 10% v/v, contendo meio
mineral minimo com extrato de levedura (0,1 g/L), acrescido de 25 mg/L do
contaminante. Apés 24h, uma aliquota foi retirada e adicionada em um terceiro
erlenmeyer, com as mesmas composi¢cdo de meio, mas, acrescida de 50 mg/L
do contaminante. Para esta Ultima etapa de aclimatacao, foi necessario 48h para

observar turbidez, totalizando um tempo de aclimatacéo de 96h.

Apds aclimatacdo P. aeruginosa e A. niger foram repicados e
armazenados em tubos inclinados contendo meio de manutencdo agar, para

serem utilizados no experimento de biorremediagao.

4.3.3 Desenho experimental
O experimento de biorremediacéo foi realizado ao longo de 25 dias, com

pontos de analises nos dias 0, 3, 5, 10, 15, 20 e 25. Os isolados P.aeruginosa
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TGC-02 e A. niger foram repicados em tubo inclinado, como descrito no tépico
4.3.2. A partir destas amostras, o pré-inoculo foi suspenso em solucédo de NacCl
(0,85%), tomando como base o tubo nimero 1 da escala da MacFarland (= 108
UFC/mL). O pré-inéculo foi adicionado ao caldo nutriente e incubado por 24h a
30 °C. ApoOs incubacdo, o inoculo foi adicionado aos microcosmos. Cada
microcosmo era composto por 30 mL de Meio de Cultura (Meio Mineral Minimo
acrescido de 0,1 g/L de Extrato de Levedura), 6 mL de inéculo e 1,5 mL do HPA
dissolvido em acetona pura (Figura 8). A decisdo para o0 uso de microcosmos
independentes para cada tempo de amostragem surgiu como estratégia para

evitar contaminag&o por manipulacéo.

Figura 8. Composi¢ao dos microcosmos.

1,5 mL (Contaminante)

6 mL (in6culo)

30 mL (MM + Ext. Leved. 0,1 g/L)

Composicéo: 30 mL de Meio Mineral Minimo acrescido com 0,1 g/L de Extrato de Levedura, 6 mL do
Inéculo (24h de incubacgéo) e 1,5 mL do contaminante, formando uma concentracao final de 50 mg/L.

Foram formados trés grupos principais (Figura 9): acrescido de pireno,
acrescido de antraceno ou ausente de contaminantes. Para o pireno foram
formados trés grupos experimentais: P. aeruginosa + Meio de Cultura + Pireno;
A. niger + Meio de Cultura + Pireno; e o grupo abiético composto apenas por
Meio de Cultura + Pireno. Para o antraceno foram formados trés grupos
experimentais: P. aeruginosa + Meio de Cultura + Antraceno; A. niger + Meio de
Cultura + Antraceno; e o grupo abiético composto apenas por Meio de Cultura +
Antraceno. Dois grupos controle foram formados: P. aeruginosa TGC + Meio de
Cultura; e A. niger + Meio de Cultura. Os grupos contendo contaminantes foram

formulados em triplicatas. Os grupos controles foram formulados em duplicata.
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Figura 9. Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com isoladosos
isolados e tipo de contaminante.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

~
-

Controle Antraceno

bidtico

bidtico

F. aeruginosa

l’ v L 14 Frascos J’ v L

14 Frascos

Controle  TGCP ASPP Controle  TGC A  ASPA
Abiotico Abidtica

A. niger

Total: 124 frascos

W W

& Frascos 21 Frascos 21 Frascos 6 Frascos 21 Frascos 21 Frascos

TGC.P = P. aeruginosa + Pireno (50 mg/L); TGC.A = P. aeruginosa + Antraceno (50 mg/L); ASP.P = A.
niger + Pireno (50 mg/L); ASP.A = A. niger + Antraceno (50 mg/L); Controle Bi6tico = grupo sem a presenga
do contaminante; Controle Abidtico = grupo sem a presenga de microrganismo. Todas as amostras
continham meio mineral + extrato de levedura (0,5 g/L).

Durante todo o experimento, a temperatura do ambiente foi monitorada
por termOmetros posicionados em trés localizacbes representativas das
condicdes experimentais. Nos tempos 0, 3, 5, 15, 20 e 25 de biorremediagéo,
cada microcosmo foi analisado para determinacdo de pH, viabilidade celular,
biomassa, proteina, e atividade de manganés peroxidase e lacase, como
descritos nos tépicos abaixo e apresentados na Figura 10. A determinacao da
taxa de remocéao dos contaminantes foi realizada apenas nos tempos 0 e 25 dias

de biorremediacédo para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 10. Microcosmos utilizados ao longo do bioprocesso

Microrganismo + meio de cultura (com ou sem contaminante)

a) 0 ﬁ ‘ 0

Microcosmo 1 Microcosmo 2  Microcosmo 3 Microcosmo 7
(Dia 0) (Dia 3) (Dia 5) (Dia 25)
L
I
Analises

b)

a) Cada grupo experimental teve trés microcosmos independentes submetidos as andlises descritas na
Figura 7.3, para cada momento, exceto o grupo controle, onde apenas dois microcosmos foram submetidos
as andlises. Os grupos abidticos, sem a presenca de isolados foram submetidos apenas ao ensaio de
degradacdo do hidrocarboneto. b) Os microcosmos foram elaborados em frascos ambar de 125 mL
devidamente esterilizados.

4.3.4 Viabilidade Celular
Para cada momento de andlise, foi realizado o teste de viabilidade celular

para cada amostra coletada. O ensaio foi realizado em placa de 24 pocos,
adicionado 1 mL do meio teste acrescido de 1 mL de solucéo de resazurina (1%
v/v). O resultado foi baseado de acordo com a redugéo do composto, onde a cor
altera de azul para rosa, indicando a presenca de atividade metabdlica do
microrganismo em 24h (O’BRIEN et al., 2000).
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4.3.5 Ensaios Enziméaticos
Os ensaios da atividade enzimatica para manganés peroxidase e lacase

foram realizados no sobrenadante centrifugado (Centrifuga Mini-Spin Eppendorf
Rotor F-45-12-11 a 10.000 rpm/ 10 minutos) e no pellet. O pellet foi ressuspenso
em NaCl (0,85%) e consequentemente submetido a ultrassom (UNIQUE USC
1800) por 10 minutos conforme metodologia descrita por Nozella et al. (2014). O

sobrenadante da lise foi submetido aos ensaios enzimaticos.

4.3.5.1 Manganés Peroxidase
O método de atividade enzimética da MnP foi adaptado dos métodos

propostos por Wariish, Valli e Gold (1992) e Kuan, Johnson e Tien (1993) em
que foram adicionados 450 uL de agua Milli-Q, 250 uL de tampéo acetato de
sodio ( 200mM, pH 4,5), 100 pL de MnSO4 (20 mM), 100 pL de lactato de sédio
(250 mM) e 50 pL do sobrenadante centrifugado da cultura. A reacao foi iniciada
com a adicao 50 pL de H202 (50 pM) e a producdo do complexo lactato-Mn foi
seguida a 270 nm por 10 min em espectrofotdmetro (EVEN IL0O082-Y-BI). Para
cada momento de analise, foi feito um controle positivo da MnP, obtida do fungo

lignocelulolitico Bjerkandera adjusta (Sigma-Aldrich 68528).

4.3.5.2 Lacase
O método de mensuracao da atividade enziméatica da lacase foi adaptado

de Arora, Chander e Gill (2002). Foi formulado um mix de reagentes contendo
tampéao acetato de sédio (200 mM, pH 4,5) e 68 uL de guaiacol (5 mM) a serem
adicionados na amostra. O ensaio foi realizado em placa multipo¢cos (96 pocos)
onde cada poco continha 224 pL do mix e 13 pL do sobrenadante da cultura
centrifugado. A placa foi submetida a leitura a 450 nm em leitor de microplacas
(MindRay MR-96A) . As amostras foram lidas em 0, 5, 10, 15 e 30 minutos apés
adicdo do mix contendo o substrato. Para cada momento de analise, foi feito o
ensaio com o controle positivo da lacase, obtida do fungo ligninocelulolitico
Trametes versicolor (Sigma-Aldrich 38429).
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4.3.5.3 Proteina Total
O método de quantificacdo de proteinas totais utilizado foi o método

descrito por Sedmark e Grossberg (1977) utilizando Coomassie Brilliant Blue
G250. O corante Coomassie G250 foi preparado em HCl a 2,2% (p/v: 0,6 N) e
foi filtrado através de papel de filtro Whatman N1. para remover qualquer material
ndo dissolvido. As amostras foram distribuidas em leitor de placa multipocos,
onde havia 150 pL do sobrenadante da cultura e 150 pL do corante. A
quantificacao foi realizada em comprimento de onda de 630 nm e 450 nm, onde,
onde a razdo das médias de cada comprimento de onda foi substituida na
equacao da reta da curva de calibragdo obtida com albumina de soro bovino
(Sigma-Aldrich) como proteina padréo.

4.3.6 Biomassa
A biomassa foi quantificada pelo método espectrofotométrico (GIRO et al.,

2007). Uma aliquota de cada grupo foi submetida a analise de absorbancia a
600 nm, em espectrofotometro (EVEN IL0O082-Y-BI). Como branco, foi utilizado

0 meio mineral ou meio mineral com contaminante.

4.3.7 Monitoramento de Temperatura
A temperatura foi mensurada a partir da média da temperatura de trés

frascos com agua, submetidos ao mesmo ambiente de incubagcédo das amostras

ao longo dos pontos de analise do experimento.

4.4 pH
O pH foi mensurado com uso de potencidmetro (MS TECNOPON LUC-
210).

4.5 Determinacao da concentracdo dos HPAs
Os ensaios foram realizados pelo Laboratorio Eurofins Brasil. Os HPAs

foram determinados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa, conforme o método USEPA 8270C. Antes da injecdo, os extratos foram
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obtidos seguindo o método USEPA 3540C (Soxhlet extraction) empregando o
diclorometano seco com solvente. A pré-concentracdo das amostras foi
realizada em atmosfera inerte, N2. A preparacao dos extratos (clean-up) anterior
a cromatografia seguiu o método USEPA 3630C com uso de cartuchos

descartaveis de silica gel.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento de Triagem

5.1.1 indice de Emulsificac&o
Gasolina, 6leo lubrificante, Oleo diesel e querosene foram os

petroderivados adicionados a fim de avaliar o poder de emulsé&o dos isolados.
Os resultados estdo apresentados na Figura 11. Apenas o isolado TGC-07
emulsionou o Oleo diesel. O isoladoisoladosTGC-03 foi a Unica que né&o
apresentou atividade emulsificante quando incubada em gasolina. A isolados
TGC-02 se igualou na emulsdo do O6leo lubrificante, quando comparada a
isolados TGC-07, entretanto, foi superior as demais linhagens na presenca do

querosene.

Figura 11. indice de Emulsificacdo (IEsh) ao longo de 48h de incubagio em

petroderivados.
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5.1.2 Colapso de gota
O indicador DCPIP detecta a oxidacdo de NADH para NAD", diretamente

relacionada a capacidade do microrganismo em degradar hidrocarbonetos
(ISOLA et al., 2013). Os isolados TGC-02 e TGC-03 apresentaram as alteragdes
apos o minimo de 48h de contato, enquanto TGC-07, as modificacbes foram
observadas em 96h, isoladosconsiderado o isolado mais sensivel no teste. Os
resultados estdo apresentados na tabela 3. Nenhum dos isolados avaliados
apresentou atividade de oxidagdo em tolueno ou xileno. Entretanto, os isolados
TGC-02 e TGC-03 apresentaram diferentes tempos de oxidagao para o benzeno.
isoladosO isolado TGC-03 apresentou os melhores resultados, visto que, em
apenas 48h, apresentou oxidacdo dos substratos, exceto os citados acima. As
trés linhagens analisadas apresentaram viabilidade ao final do experimento e

foram armazenadas em agar nutriente.

Tabela 3. Tempo (h) de observacdo da descoloracdo do indicador redox
DCPIP

Fontes de Carbono (10% v/v)
Isolados Lubrificante Diesel Gasolina Benzeno Tolueno Xileno

TGC-02 48 120 48 96 - -
TGC-03 48 48 48 48 = =
TGC-07 96 96 96 - - -

5.2 Experimento de Biorremediagéao

5.2.1 Isolados
A partir dos resultados do experimento de triagem, foi selecionado o

isolado TGC-02. Levando em conta o numero de petroderivados que ela pode
degradar, e pelo baixo tempo de aclimatacdo em antraceno e pireno em
concentracbes de 50 mg/L. Entretanto, os demais também se mostram como

potenciais agentes.

isolados O controle positivo A.niger, também apresentou viabilidade

guanto as concentracdes de aclimatacao testadas.
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5.2.2 Crescimento celular da Pseudomonas aeruginosa TGC-02
Os resultados para P. aeruginosa TGC-02 estdo apresentados nas

Figuras 12 (ausente de petroderivado), 13 (pireno) e 14 (antraceno). Para o
grupo controle (Figura 12), TGC-02 apenas com meio mineral minimo acrescido
de extrato de levedura (0,1g/L), isento de contaminante, foi observado que até
10° dia de cultivo a biomassa apresentou aumento expressivo. Entretanto, é
possivel observar que a partir do 15° dia de cultivo, a quantidade de células
diminuiram, permanecendo mantidas com valores semelhantes até o final do
cultivo. As células se mantiveram viaveis até o 20° dia do bioprocesso.
Observou-se ainda uma varia¢do do pH ao longo do tempo, de pH5 a pH 8, no

inicio e no final do experimento, respectivamente.

Figura 12. Variagdo de biomassa e pH do grupo controle (Pseudomonas

aeruginosa TGC-02), isenta de contaminantes.

P. aeruginosa TGCO02 - Grupo Controle
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Absorbancia 600nm

Dias
-o- Absorbancia -= pH

Para o grupo experimental contendo pireno, 0s resultados estdo
apresentados na Figura 13 O comportamento do crescimento celular se mostra
semelhante. A partir do 15° dia, observou-se uma reducdo na biomassa e sua
manutencao até o fim do cultivo. O pH se comportou de forma semelhante ao

grupo controle.

43



Figura 13. Variacdo de biomassa e pH do grupo experimental (Pseudomonas

aeruginosa TGC-02) acrescida de Pireno (50mg/L).
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Para o grupo experimental contendo antraceno, os resultados estao
apresentados na Figura 14. Apés o 5° dia do bioprocesso, as células se
mantiveram vidveis mantendo os mesmos valores de biomassa até o 20° dia. No
25° dia, observou-se a reducdo dos valores da biomassa, bem como
inviabilidade celular. Dentre os trés grupos de P. aeruginosa, o grupo cultivado

na presenca de antraceno apresentou a maior taxa de alcalinizacdo do meio.
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Figura 14. Variacdo de biomassa e pH do grupo experimental (Pseudomonas

aeruginosa TGC-02) acrescida de Antraceno (50mg/L).
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5.2.3 Crescimento celular de Aspergillus niger
Para o grupo controle contendo Aspergillus niger (Figura 15), apenas com

meio mineral minimo e extrato de levedura (0,1 g/L), isento de contaminantes,
foi observado que até o dia 10 de cultivo, a biomassa cresceu expressivamente.
O pH, no inicio do cultivo, apresentou caracteristicas acidas, com o pH em torno
de 5. A partir do 15° dia, é possivel observar diminuicdo da biomassa, mantendo-
se constante até o dia 20. Entretanto, no dia 25 de cultivo, além da decaimento

de biomassa, as células ndo se mostraram viaveis.
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Figura 15. Variacéo de biomassa e pH do grupo controle controle A. niger isento
de contaminantes.

Absorbancia 600nm

Aspergillus niger - Grupo Controle

V = Células Viaveis
1.0 \Yj NV= Células Nao-Viaveis L9

Hd

00 T T T T T 4

0 5 10 15 20 25
Dias
-e- Absorbancia = pH

Para o grupo experimental contendo pireno (Figura 16), pode-se observar

um comportamento semelhante ao grupo controle, até o dia 5 de cultivo.

Entretanto, no dia 10, houve diminuicdo da biomassa, sendo esta recuperada e

mantida até o final do experimento. O pH comecou &cido, se neutralizou no meio,

havendo apenas uma queda no dia 20, e mantendo o carater neutro ao final do

cultivo. Apenas dia 25, as células ndo se mostraram viaveis.
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Figura 16. Variagcédo de biomassa e pH do grupo controle positivo com A. niger

acrescido de pireno (50mg/L).
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Para o grupo experimental contendo antraceno (Figura 17), foi visto que
a biomassa teve seu pico no dia 5, e a partir deste dia, também comecou a
decair. As células se apresentaram inviaveis apenas no dia 25 do experimento
guando submetidas ao teste com resazurina. O pH aumentou ao longo do

cultivo, onde no dia 25 apresentou pH 8.

Figura 17. Variacao de biomassa e pH do grupo controle positivo com A. niger
acrescido de antraceno (50mg/L).
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5.2.4 Variacdo de temperatura
As médias das temperaturas de trés pontos de analise do local do

experimento variaram de 23,5 °C a 24,5°C ao longo do experimento (Figura 18).

Figura 18. Resultados referente a variagdo de temperatura. Apresentados em
média e desvio padréo.

Variacao de Temperatura

Média da Temperatura

Dias

5.5 Ensaios enzimaticos
Nao foi observada atividade enzimatica no sobrenadante do cultivo nem

no lisado celular (pellet lisado). Junto aos momentos de avaliacdo, foram
realizados ensaios com os controles positivos da lacase e manganés peroxidase,
ambos mostraram atividade esperada, comprovando a validade da técnica e dos

reagentes empregados.

5.6 Proteina total

5.6.1 Pseudomonas aeruginosa TGC-02
A equacéo da reta obtida a partir da curva de calibragéo (Figura 19) foi

utilizada para transformar os valores de absorbancia para concentracdo de

proteina por mililitro.
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Figura 19. Curva de calibracao padrao para proteinas totais.
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Foi observado que, para o grupo ausente de contaminante, contendo

apenas Pseudomonas (Figura 20), houve crescimento na concentracdo de

proteinas totais de 2,87 pg/mL no inicio do experimento, para 15,58 pug/mL no

dia 25, final do cultivo (P=0027). Para o grupo cultivado em presenca de pireno,

a concentracdo no inicio do processo foi de 3,26 pg/mL para 23,67 pg/mL

(P=0,002) no dia 20, apresentando perda no dia 25, onde ndo havia viabilidade

celular. Para o grupo cultivado em presenca de antraceno, a concentracao inicial

do processo foi de 3,21 ug/mL e no dia 20 alcancou o valor de 10,51 pg/mL

(P=0,002), apresentando comportamento de perda na concentracdo no dia 25

semelhante ao grupo crescido com pireno. Os resultados da significancia entre

diferentes momentos de um mesmo grupo estao no apéndice |.
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Figura 20. Variacdo da concentracdo de proteinas totais para P. aeruginosa
TGC-02 ao longo de 25 dias em diferentes condi¢gdes de cultivo.
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As variagdes de concentracdo dentro da mesma condicdo foram significativas para os grupos TGC-02
(P=0,026), TGC-02 + Pireno (P=0,002) e TGC-02 + Antraceno (P=0,002).

5.6.2 Aspergillus niger

Foi observado que para o grupo controle (Figura 21), no dia 0, as
concentracdes de proteina foram de 2,22 ug/mL e no dia 25, apresentou 18,49
pmg/mL.Entretanto, este resultado n&o apresentou diferenca significativa
(P=0,087). O cultivo na presenca de pireno apresentou crescimento de 3,24
pg/mL no dia 0, para 14,32 pug/mL no dia 25 (P=0,040). Para o cultivo na
presenca de antraceno, a varia¢do do inicio para o final do cultivo foi de 1,97
pg/mL para 12,66 pg/mL (P=0,000). Os resultados da significancia entre
diferentes pontos de analise de um mesmo grupo estao no apéndice Il. Assim
como para Pseudomonas, o A. niger apresentou crescimento das concentracdes

até o dia 20 do bioprocesso e queda das concentracfes no dia 25 (Figura 21).
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Figura 21. Variagdo da concentracdo de proteina total para Apergillus niger ao
longo de 25 dias em diferentes condicfes de cultivo.
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As variagBes de concentracdo dentro da mesma condigdo foram significativas apenas para 0s grupos A.
niger + Pireno (P=0,040) e A. niger + Antraceno (P=0,000).

5.7 Degradacédo de Hidrocarboneto Policiclico Aromatico (HPA)

Os resultados de degradacdo dos HPAs ao longo dos 25 dias de cultivo
estdo apresentadas na Tabela 4. As taxas de degradacdo referentes aos
gruposestao apresentadas com as perdas abibticas descontadas. O antraceno
apresentou perda abidtica superior ao pireno. Para P, aeruginosa TGC-02, o
pireno foi degradado em 37,83% e o antraceno em 33,01%. Para o A, niger, o
pireno foi degradado em 28,11% e o antraceno 30,70%. Esse percentual de
degradacéo foi obtido apos 25 dias de bioprecesso.
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Tabela 4. Percentual de degradag&o do pireno e antraceno por P. aeruginosa e
A. niger ap0s 25 dias

Pireno (perda abiotica) 31%

P. aeruginosa + pireno* 37,83%

A. niger + pireno* 28,11%

*descontada as perdas abiéticas
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6. DISCUSSAO

6.1 Experimento de triagem
O objetivo da etapa de triagem foi identificar qual dos trés isolados possuiria

melhor atividade de emulsificacdo, para isto, o teste de emulsificacdo foi um
importante parametro de avaliacdo do poder de emulsificacdo e biodegradacao
de compostos (COOPER e GOLDENBERG, 1987). O ensaio avaliou de forma
quantitativa o potencial de degradacdo de trés isolados de Pseudomonas
aeruginosa oriundas de ambiente com histérico de contaminagdo com

hidrocarbonetos.

Dentre os trés isolados, a TGC-03, apresentou resultados inferiores as
TGC-02 e TGC-07 em 48h de cultivo, quando comparado o0 numero de
petroderivados degradado, apresentando atividade em apenas dois dos quatro
avaliados, que foram Oleo lubrificante a querosene. A isolados TGC-02,
apresentou indices de emulsificacdo em presenca da gasolina, 6leo lubrificante
e querosene. Entretanto, apenas a isolados TGC-07 apresentou atividade de
emulsificacdo de todos os quatro petroderivados. A emulsificacdo destes
compostos pode ser explicada devido a sintese e secrecdo de agentes
tensoativos, assim como de constituintes da membrana celular, uma vez que a
fase aquosa continha células. Os tensoativos produzidos por isolados podem
pertencer a diferentes classes moleculares, mas com propriedades
emulsificantes e/ou surfactantes (COOPER e GOLDENBERG, 1987).

Nos experimentos de Araujo (2017), foi observado que as linhagens de P.
aeruginosa isoladas, apresentaram atividade emulsificante em oOleo diesel
superiores a 46,6% em 24h, enquanto Lebonguy et al. (2017), observaram
indices de até 54% do Oleo diesel em 24h. Entretanto, apenas a isolados TGC-

07 apresentou atividade sobre este hidrocarboneto, em percentuais inferiores,
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refletindo uma possivel contaminagcdo por este combustivel no seu local de

isolamento.

Isaac et al. (2015), observaram que as linhagens P. monteilli
apresentaram |E2sn de 45,67% e Pseudomonas sp. N3 apresentou |E2sn de
53,89% quando incubadas em querosene por 24h. Quando comparado aos
resultados obtidos pelas linhagens TGC-02, TGC-03 e TGC-04, os resultados de
Isaac et al. (2015) foram superiores em 24h. Este resultado divergente pode ser
motivado devido as linhagens deste experimento j& terem passado por processo
de aclimatacdo em Oleo lubrificante, e em presenca de querosene, sofreram

estresse celular, e refletindo a baixa emulséo.

Quanto ao teste de colapso de gota com indicador DCPIP, os isolados
TGC-02 e TGC-03 apresentaram alteracbes apds o tempo minimo de 48h.
Nenhum isolado avaliado apresentou atividade hidrocarbonoclastica para o
tolueno e xileno. Entretanto, as linhagens TGC-02 e TGC-03 apresentaram
atividade para o benzeno nos tempos de 96 e 48h, respectivamente. Quando
comparado as demais linhagens testadas, a TGC-03 se sobressai em relacéo
aos demais, apresentando oxida¢do em tempo minimo de 48h. A isolados TGC-
07 se mostrou a mais sensivel ao teste, apresentando oxidacdo a partir de 96h
de incubacdo. O carater téxico destes contaminantes justifica o retardo da

isolados TGC-07 em consumi-los.

Dentre os hidrocarbonetos submetidos a consumo, os BTX (benzeno,
tolueno e xileno) foram os mais toxicos, especialmente a isolados TGC-07. O
ndo consumo do tolueno e xileno pode ser atribuido pelo fato das linhagens
terem sido aclimatadas em fracdes do 6leo lubrificante. Entretanto, Thenmozhi
et al. (2012), também observaram que trés linhagens de P. aeruginosa nao
apresentaram consumo de tolueno quando submetidas a este mesmo teste. O
motivo alegado pelos autores reforca a tese da caracteristica toxica do composto
dada sua volatiidade a temperatura ambiente (SAHA, MIRANDO e
LEVCHENKO, 2018).

Pseudomonas aeruginosa sao bactérias reconhecidamente capazes de
assimilar preferencialmente 6leos com cadeias carbbnicas acima de C14, como
€ 0 caso do 0leo Diesel (C14-C20) e o 6leo lubrificante (C20-C40) (CAVALCANTI
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et al., 2017). Estes dados corroboram os resultados obtidos neste experimento,
em que TGC-07 apresentou 44,73% para o IE4sh, € consumo no teste do colapso
de gota. Mariano et al. (2010), observaram que para P. aeruginosa LBI, o
consumo do hidrocarboneto s6 ocorreu apés 196h de incubacéo, diferentemente

do observao neste trabalho, que foi de até 48h.

isoladosisoladosAssim, os resultados obtidos nesta etapa indicam que as
trés linhagens apresentam potencial como agentes de remocdo de
hidrocarbonetos, em especial, a TGC-02, se for considerado o numero de
hidrocarbonetos consumido no teste de emulsificacdo juntamente com o tempo
de colapso de gota observado com o indicador DCPIP, sendo esta isolados,

escolhida para o ensaio de biorremediagdo em meio liquido.

6.2 Biorremediacao
Pseudomonas aeruginosa TGC-02 apresentou um comportamento

esperado para as condi¢des do teste. Como a Unica fonte de carbono presente
neste grupo foi o extrato de levedura (0,1 g/L), possivelmente, apds crescimento
da biomassa até o dia 10, o substrato se esgotou, justificando a queda da
biomassa a partir do dia 15. Com isto, células inviaveis podem ter se
desestruturado e seus restos celulares servidos de fonte de carbono para
manutencao das células restantes que mantiveram-se viaveis até meados do dia

25 do cultivo.

Quando comparados os resultados observados para o grupo controle da
P. aeruginosa TGC-02 com o grupo contendo pireno (50 mg/L), pode-se observar
que mesmo apresentando diminuicdo da biomassa apos o dia 10, houve
manutencado dessas células em concentracfes superiores as apresentadas no
grupo controle. O pireno é classificado como um hidrocarboneto de alta massa
molecular e possui quatro anéis aromaticos, com isso, sua degradacéo se torna
mais complexa. Baidya, Jain e Mandamwar (2017), propuseram em Seus
estudos que o metabolismo do pireno em Pseudomonas aeruginosa pode estar
relacionado a via metabdlica do acido ftalico, em que o pireno é transformado
em acido ftalico, e posteriormente em &cido citrico. Ainda, Gosh, Jasmine e
Makerji (2014) encontraram no cultivo de diferentes isolados de Pseudomonas

aeruginosa trés metabolitos da degradacgéo do pireno, o di-hidroxipireno, 4-oxa-
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pireno-5-ona, 1,2-dimetoxypireno. Jin et al. (2016) também encontraram 0s
mesmos metabdlitos. Gosh, Jasmine e Makerji (2014) propuseram que a
presenca destes metabdlitos no meio pode ser reflexo da atividade metabdlica
onde a presenca do di-hidroxipireno indicou a oxida¢do dos carbonos C4 e C5.
Os demais metabdlitos representam a fissdo e descarboxilacdo dos
intermediarios, que, ao formar o acido 4-fendico, seguiu a via do acido ftalico,
como proposto por Mandamwar (2017), sendo convertido a piruvato e acido

citrico.

Possivelmente, o acimulo desses compostos somados aos metabdlitos
comuns do metabolismo celular, inviabilizaram o aumento da biomassa a partir
do dia 25. Ao comparar o desempenho de crescimento da isolados TGC-02 com
o A. niger inoculados com pireno, observou-se que a Pseudomonas se mostrou

mais adaptada e versatil em presenca deste hidrocarboneto.

Entretanto, em presengca do antraceno, ambos isolados testados
apresentaram comportamento de estresse celular (Figuras 14 e 17).
Pseudomonas aeruginosa TGC-02, apresentou diminuicdo significante da
biomassa no dia 10, mas, recuperou a partir do dia 15. O Aspergillus, a partir do
dia 5, apresentou diminuicdo da biomassa até a data final do experimento. O
antraceno € um HPA de baixa massa molecular, contendo trés anéis aromaticos,
guando degradados propicia 0 acimulo de seus derivados como a antroquinona,
antrona e anidrido ftalico (JOVE et al., 2016), que somados aos metabolitos
comuns podem apresentar efeitos mais nocivos as células quanto os metabalitos

do pireno.

Assim como no grupo controle, 0S grupos experimentais apresentaram
alcalinizacdo do pH, indicando que, de alguma forma, o HPA foi consumido,
gerando metabdlitos. O pH, como fator quimico, afeta diretamente a atividade
microbiana devido as concentracfes de H*, podendo viabilizar ou inviabilizar
atividades enzimaticas. A variacéo deste indicador, pode ser observada ao longo
do processo, e que 0 seu aumento pode ter influenciado positivamente na
disponibilidade de macro e micronutrientes no meio, permitindo que os isolados
em cultivo possuissem atividade catabdlica para assimilacdo e crescimento da
biomassa (JACQUES et al., 2007).
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Ainda, quando comparada a viabilidade celular em todos os seis grupos,
observou-se que apenas no dia 25 ndo foram observadas células viaveis. Este
resultado pode ser explicado pelo acumulo de metabolitos tdéxicos e escassez de
fonte de carbono. As condi¢cdes de cultivo em meio liquido também podem ter
influenciado, pois o acumulo de metabdlitos podem levar a intoxicacdo das
células (ROSSI, 2006). Ainda, Doriya et al. (2016), ao comparar as
caracteristicas do cultivo submerso, puderam observar que a desestabilizacao
de enzimas é mais comum quando comparado ao cultivo em estado solido,
assim como ocorre agregacdo excessiva de isolados que se diferenciam,

podendo inviabilizar outras células.

A variacdo da temperatura ao longo do bioprocesso estava dentro da faixa
esperada para degradacdo de hidrocarbonetos em temperatura ambiente,
mimetizando condicdes reais. Sabe-se que a temperatura é um fator fisico que
influencia diretamente no consumo do substrato pela microbiota, e quando se
trata de HPAs como contaminantes, a baixa temperatura pode limitar a
degradacédo, devido ao aumento da viscosidade destes, enquanto a atividade
metabdlica da microbiota diminui. Em contrapartida, temperaturas elevadas
diminuem a viscosidade de HPAs, aumentando sua toxicidade, podendo
inviabilizar a atividade metabdlica de bactérias e fungos (WETLER-TONINI,
REZENDE e GRATIVOL, 2010).

Como principal objetivo deste estudo, a identificacdo da atividade de duas
enzimas relacionadas a clivagem de anéis aromaticos em contaminantes, lacase
e manganés peroxidase, ndo foram detectadas. Ha4 duas possibilidades para
esses resultados: o primeiro refere-se a baixas concentracdes da enzima no
meio, inferiores aos niveis detectaveis pelas metodologias empregadas; o
segundo motivo diz respeito as proprias enzimas nao estarem diretamente
relacionadas a degradacdo de HPAs. Yan e Wu (2017), avaliaram os genes
envolvidos com a degradacao de HPAs pela Pseudomonas aeruginosa PAOL.
Os autores observaram que alguns genes séo ativados, e que as ativacdes
podem variar de acordo a concentracao de oxigénio, NADH dehidrogenase I, 3-
oxoadipato enol-lactonase, 4-hidroxibenzoato-3-monoxigenase, quercetina-2,3-

dioxigenase e homogentisato 1,2-dioxigenase.
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Entretanto, com os resultados da degradacéo (vide tabela 4), pode ser
observado que todas as linhagens avaliadas apresentaram degradacéo do HPA,
enfatizando o desempenho da Pseudomonas aeruginosa TGC-02, superior ao
do Aspergillus niger. Quando observamos a producdo de proteinas totais ao
longo dos 25 dias de processo, as linhagens apresentaram aumento de suas
concentracdes, exceto o grupo controle do fungo, corroborando o aumento da
biomassa e consumo do substrato. Xia et al. (2014), observaram que, ao longo
de 20 dias de cultivo em estado sélido, a isolados de P. aeruginosa estudada
degradou 21,93% da concentracao inicial de pireno. Em complemento, Lin et al.
(2014) observaram o consumo de 40% da concentragcdo do pireno inicial ao
utilizar Pseudomonas sp. Ao longo de 30 dias de processo. Gosh, Jasmine e
Makheri (2014), ao avaliarem a cinética de degradacéao do pireno, observou que
0 aumento da concentracdo do pireno € inversamente proporcional a taxa de
degradacdo. Jin et al. (2016), em seus experimentos em cultivo submerso,
observaram que Pseudomonas aeruginosa em condicdes ndo estaticas de
cultivo conseguem degradar taxas acima de 50% de pireno em 25 dias de
ensaio. Diferentemente de Jin et al. (2016), nosso trabalho buscou condi¢des
mais préximas ao real, evitando controlar aeracéo e temperatura do meio. Em
estudos com solo, as taxas de degradacao do pireno sao superiores a 50% em
até 60 dias de incubacdo (AMODU, OJUMU e NTWAMPE, 2016).

58



7. CONCLUSOES

Dentre trés isolados selvagens testados de Pseudomonas aeruginosa, a
maior atividade hidrocarbonoclastica foi observada para TGC-02, que degradou
taxas superiores de antraceno e pireno quando comparado ao controle positivo
Aspergillus niger em 25 dias de bioprocesso. Ao comparar o desempenho de
crescimento entre TGC-02 e o fungo, o primeiro apresentou melhores
caracteristicas de adaptacdo, ressaltando seu potencial como agente de
degradacdo de HPAs persistentes, em meio liquido. As atividades de lacase e
manganés peroxidase ndo foram detectadas ao longo do processo ndo sendo
possivel correlacionar a capacidade de degradacdo com a atividade especifica
destas enzimas. Entretanto, ao analisar os resultados de proteinas totais,
podemos observar que ao longo dos 25 dias do bioprocesso houve aumento nas
concentracfes protéicas quando em presenca de antraceno ou pireno para
bactéria Pseudomonas aeruginosa TGC-02. Possivelmente, a participacdo de
outras classes de enzimas né&o identificadas neste trabalho influenciaram a
degradacdo dos xenobiéticos. Novos experimentos devem ser realizados a fim
de comprovar se héa atividade enzimatica da lacase e manganés peroxidase em
presenca de HPAs ou se estas enzimas ndo estdo relacionadas a assimilacao

destes compostos por isolados hidrocarbonoclasticos.
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APENDICE I: DIFERENCAS ESTATISTICAS PARA PROTEINAS TOTAIS DE
Pseudomonas aeruginosa TGC-02

69



P. aeruginosa TGCO02 - Grupo Controle

404
=5 301
E
2 b
204
I ) .E ab ab ab ab
2
o ab
S
o 10
a
L
0 T T T L] 1
0 5 10 15 20 25
Dias
P. aeruginosa TGCO02 - Grupo Pireno
40 -
be
) ]
E 30 .
o
=2
I I ) s 20 abc
'E ab abc
2 10 ab
& ]
a
L
U T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Dias
P. aeruginosa TGCO02 - Grupo Antraceno
40
= 304
=)
2
ny g = b
= b
2 b
o 4”,4—‘_}
e
o .

5 10 15 20 25
Dias

APENDICE II: DIFERENCAS ESTATISTICAS PARA PROTEINAS TOTAIS
DE Aspergillus niger
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