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RESUMO

Fungos decompositores de madeira sdo considerados organismos chave para
processos de ciclagem de carbono no meio ambiente devido a sua capacidade,
principalmente, de degradar lignina. O processo de degradacdo de substratos
lignocelul6sicos € possivel gracas a um sistema de enzimas inespecificas produzidas por
algumas espécies de fungos e que podem ser utilizadas para a degradagdo de outras
moléculas aromaticas naturais e sintéticas similares a lignina. Atualmente, os poluentes
de maior consumo pelo homem séo os corantes téxteis e derivados do petroleo, os quais
sdo recalcitrantes nocivos ao meio ambiente. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar a composicdo e diversidade de fungos presentes em madeira em
decomposicdo de ecossistemas brasileiros e avalia-la quanto a capacidade de crescerem
utilizando poluentes aromaticos como unica fonte de carbono. Diferentes amostras de
madeira em decomposicdo foram obtidas nos biomas Caatinga e nos ecotonos entre
Mata Atlantica/Cerrado e Mata Amazonica/Cerrado. Noventa fragmentos de madeira
em decomposicdo foram inoculadas em 3 meios de culturas distintos contendo corante
do tipo azo Astrazon ou corante antraquindnico RBBR ou petrdleo bruto como Unica
fonte de carbono. Apos 7-15 dias, 98 isolados fungicos foram obtidos e agrupados em
85 morfotipos distintos de acordo com suas caracteristicas macromorfologicas e por
meio da técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR), utilizando o oligonucleotideo
(GTG)s. Os isolados que apresentaram padrdes de bandas idénticos foram confirmados
como pertencentes a0 mesmo grupo e, um representante de cada grupo foi selecionado
para identificagio molecular por meio de sequenciamento da regido espagadora
transcrita interna (ITS) do gene do RNA ribossomal. Os fungos degradadores foram
identificados como pertencentes aos géneros Fusarium, Trichoderma, Penicillium,
Talaromyces, Cosmospora, Purpureocillium, Acremonium, Pleurostoma, Aspergillus,
Exophiala, Lodderomyces, Meyerozyma, Pseudozyma e Sporisorium. As espécies mais
frequentes foram Hypocrea lixii, Fusarium sp., Meyerozyma carpophila e Pleurostoma
ootheca. A Caatinga foi o bioma que apresentou a maior diversidade de acordo com o
indice de Fisher-o.. Para avaliar a capacidade de utilizar os compostos estudados,
dosamos o crescimento dos fungos obtidos por biomassa seca nos meios contendo
Astrazon, RBBR e petréleo como Unica fonte de carbono, além da reducdo da cor desses
meios por espectofotdmetria. Cinquenta e cinco isolados foram considerados bons

degradadores dos poluentes aromaticos, dos quais as espécies Fusarium oxysporum, F.
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cf. solani, Purpureocillium lilacinum, Trichoderma sp., Hypocrea lixii, Exophiala cf.
oligosperma, Penicillium simplicissimum, Meyerozyma carpophila, M. guilliermondii,
Sporisorium sp., Pseudozyma sp., e P. hubeiensis apresentaram os melhores perfis de
degradacdo. A mineralizacdo dos corantes Astrazon e RBBR foi determinada pela
quantificacdo do carbono organico total tendo mostrado que, para as especies
selecionadas, a reducdo de cor ndo estava ligada a quebra da cadeia carbbnica. A
degradacédo do petroleo foi determinada utilizando técnicas de Cromatografia liquida de
alta eficiéncia utilizando antraceno como fonte de carbono. Os resultados desse

experimento foram inconclusivos e deverao ser repetidos.

Palavras-chave: Fungos decompositores, madeira, poluentes aromaticos,

diversidade.



SUMMARY

Woody decay fungi are considered key organisms in the carbon cycling process on
the environment due, mainly, to their capacity of degrade lignin. The process of
decompose lignocellulosics substrate is possible due to a system of unspecific enzymes
produced by some fungi species and that can be utilized for the degradation of other
aromatic molecules, natural or synthetic, similar to lignin. Nowadays, the pollutants of
major consumption are dyes form textile industry and petroleum and its derivate, which
are hazardous recalcitrant to the environmental. This work had the objective to
characterize the composition and diversity of fungi present on decaying wood of
Brazilian ecosystems and assess it for the capacity of growing using aromatic pollutants
as their only source of carbon. Different samples of decaying wood were collected on
Caatinga ecosystem and the ecotone between Mata Atlantica/Cerrado and Mata
Amazonica/Cerrado. Ninety decay wood fragments were inoculates on 3 different
medium containing the azo dye Astrazon or the anthraquinone dye Remazol Brilliant
Blue R or crude oil as the unique source of carbon. After 7-15 days, 98 fungal isolates
were obtain and grouped in 85 morphotypes according with their distinct characteristics
macromorphological and by the PCR microsatellite technique (MSP-PCR), using the
oligonucleotide (GTG)s. The isolates with identical banding patterns were confirmed as
belonging to the same group and a representant of each group were selected for
molecular identification through the sequencing of the internal transcribes spacer region
(ITS) of RNA ribosomal gene. The degraders fungi were identify as belonging to the
genres  Fusarium,  Trichoderma, Penicillium, Talaromyces, = Cosmospora,
Purpureocillium, Acremonium, Pleurostoma, Aspergillus, Exophiala, Lodderomyces,
Meyerozyma, Pseudozyma e Sporisorium. The more frequentely species were Hypocrea
lixii, Fusarium sp., Meyerozyma carpophila e Pleurostoma ootheca. Caatinga were the
biome that presented the most diverse group of species according with Fisher-a index.

To assess the capacity of this funig to degrade the pollutants tested, the dry biomass
growth on the medium with Astrazon, RBBR and petroleum as the only source of
carbon were measured together with the measurement of the fade color by
spectofotometria. Fifty five fungi were considered good degraders of this aromatic
pollutants, highlighting the species Fusarium oxysporum, F. cf. solani, Purpureocillium
lilacinum, Trichoderma sp., Hypocrea lixii, Exophiala cf. oligosperma, Penicillium

simplicissimum, Meyerozyma carpophila, M. guilliermondii, Sporisorium sp.,

X



Pseudozyma sp., e P. hubeiensis which presents the best degradation profiles. The
Astrazon and RBBR mineralization were determined by quantifying of total organic
carbon, which showed, for the selected species, that the reduction of color was not
linked to the breaking of the carbon chain. The crude oil degradation was determined
using high performance liquid chromatography using anthracene as the unique source of

carbon. These experiment results were inconclusive and should be repeated.

Keywords: Decaying fungi, wood, aromatic pollutants, diversity

Xl



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Xenobioticos

Qualquer substéancia indesejada introduzida no meio ambiente é considerada um
contaminante e seus efeitos deletérios ou danos levam a polui¢do (Megharaj ET AL., 2011).
Com o desenvolvimento industrial ocorreu um uso intensificado de compostos quimicos
sintéticos, produzidos em larga escala, que causam preocupacdo devido a sua presenca
continua nos ambientes, causada por sua natureza movel e recalcitrante que leva ao acumulo
dessas substancias no ambiente (Saratale ET AL., 2009).

Compostos quimicos sintéticos, exdgenos aos sistemas bioldgicos, que apresentam
atividade biologica e tém potencial para gerar danos aos organismos sdo chamados
xenobidticos. Por definicdo, xenobidticos sdo substancias que, apesar de serem eventualmente
encontradas em um organismo, raramente sdo produzidas por ele e sua presenca tem efeito
toxico (Fatta-kassinos ET AL., 2010). Estes compostos podem ser resultantes de processos
industriais, praticas agricolas ou mesmo do uso cotidiano de compostos quimicos artificiais
qgue, no ambiente, proporcionam a liberacdo de moléculas consideradas toxicas (Fatta-
kassinos ET AL., 2010; Harms ET AL., 2011). Os poluentes sdo, normalmente, transportados
através da atmosfera e da agua, podendo se armazenar em sedimentos e solos e, quando
combinados com compostos organicos, podem causar uma contaminacdo prolongada do
ambiente (Harms ET Al., 2011).

Nas Gltimas décadas, diferentes estudos tém relatado o efeito imunotdxico de alguns
xenobioticos, além de sua associacdo com alteracBes hormonais em humanos e outros
organismos. Hidrocarbonetos derivados do petroleo, solventes halogenados de fontes
industriais, agentes disruptivos enddcrinos (como por exemplo, o Bisfenol-A), medicamentos,
explosivos, produtos quimicos usados na agricultura, metais pesados, metaldides e alguns
radionuclideos sdo exemplos de xenobioticos que geram grande preocupac¢do, em razao de seu
potencial poluidor e da falta de informacao sobre seus efeitos nos organismos vivos (Harms
ET AL., 2011; Megharaj ET AL., 2011).

1.2. Bioremediacao
A bioremediacdo microbiana é a alternativa limpa e menos onerosa para o tratamento de

poluentes recalcitrante, isso porque quando comparada com processos convencionais de
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tratamento apresenta uma eficiéncia maior de reducéo da concentracdo desses compostos nos
efluentes (Megharaj ET AL., 2011).

A bioremediacdo é o processo definido como a utilizacdo de sistemas biologicos para a
diminuicdo ou eliminacdo dos efeitos nocivos causados por poluentes em locais especificos
(De Lorenzo, 2008). Por ser um processo baseado em intervencdo ambiental, é necessario um
entendimento completo do sistema bioldgico selecionado para degradacédo, especialmente no
que diz respeito as suas consequéncias ambientais (De Lorenzo, 2008). Dependendo no grau
que a interferéncia ocorre, a bioremediacdo pode ser considerada uma atenuacdo natural
(pouco ou nenhuma agdo humana), como a bioestimulacdo (adicdo de nutrientes e/ou
doadores de elétrons que promovam o crescimento e metabolismo de certos micro-
organismos) ou como uma bioaumentacdo, onde ha adicdo proposital de um micro-organismo
natural ou modificado geneticamente com as caracteristicas catabolicas desejadas (De
Lorenzo, 2008).

Apesar da maior parte dos estudos de bioremediacdo ter como foco o uso de bactérias
como agentes ativos de detoxificacdo, os fungos, especialmente pela acdo de suas enzimas
oxidativas, representam uma parcela importante, e ainda pouco explorada, da comunidade
microbiana quanto a ciclagem de polimeros recalcitrantes e de compostos xenobidticos.
Assim, a descoberta de espécies envolvidas nesses processos e das vias catabolicas utilizadas
podem ajudar a enriquecer e aprimorar 0s processos de retirada de poluentes do ambiente
(Harms ET AL., 2011).

1.3. Corantes industriais

O mercado de corantes sintéticos produz anualmente 600-700 mil toneladas de corantes
téxteis por ano e € responsavel por gerar cerca de 6,6 bilhGes de délares em vendas no mundo
(Fourcade ET AL., 2013 e Wesenberg, 2003). Os corantes atualmente usados na industria
téxtil sdo desenvolvidos para resistir a descoloracdo por exposicdo a umidade, luz, agua,
diferentes compostos quimicos (incluindo agentes oxidantes) e ao ataque microbiano
(Rodriguéz ET AL.,1999). Para imprimir cor ao tecido, o corante torna-se parte dele e por
isso, sua construcdo é planejada de forma a acoplar estruturas de anéis aromaticos a uma
cadeia lateral, usualmente requerida por gerar ressonancia na molécula e, dessa forma,
transferir a cor ao material (Wesenberg ET AL., 2003). A correlagdo entre a estrutura quimica

e cor reside na estrutura cromdgeno-cromoforo adicionado a um auxocromo. O cromdgeno é
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uma estrutura aromatica contendo anéis benzeno, naftaleno ou antraceno
(www.miga.org/documents/Textiles.pdf). O grupo croméforo é o responsavel pela cor e 0s
radicais que o compdem formam a base da classificacdo quimica dos corantes, gerando 0s
tipos: azo (-N=N-), carbonil (=C=0), carb6nico (=C=C=), carbono-nitrogénio (>C=NH ou -
CH=N-), nitroso (-NO ou N-OH), nitro (-NO, ou =NO-OH), e sulfurico (>C=S)
(www.miga.org/documents/Textiles.pdf). Porém, a estrutura cromoégeno-cromoforo nem
sempre é suficiente para gerar solubilidade e levar a aderéncia do corante a fibra. Assim,
grupos de radicais tais como aminas, hidroxil, carboxil e sulfonico, ou seus derivados, sao
usados como auxocromos ou grupos de ligacdo por afinidade
(www.miga.org/documents/Textiles.pdf).

Os corantes do tipo azo sdo produtos sintéticos caracterizados pela presenca dos anéis
aromaticos acrescidos de soda caustica, acido formico, compostos metalicos e nitrato de
sodio; sua composicdo confere uma afinidade maior a fibras celulésicas, como o algodao
(Stolz, 2001). Correspondendo a 50-60% da producdo mundial e com cerca de dois mil tipos
diferentes, os corantes tipo azo séo utilizados por um grande nimero de industrias, tais como
a téxtil, impressao de papel, alimenticia, couro, farmacéutica e cosmética (Saratale ET AL.,
2009). Seu uso nessas industrias advém da facilidade de sintese, aliada ao alto grau de
solubilidade em 4&gua, estabilidade quimica e fot6lica, bem como por sua baixa
degradabilidade, o que torna duradoura a coloracdo por eles impressa, mas problematica sua
remocao (Stolz, 2001). Ja foi estimado que 20% do total de corantes usados sdo perdidos
durante o processo de tingimento, dependendo do tipo da aplicacdo utilizado para cada classe
de corante (Moreira ET AL., 2011). Na industria téxtil essa perda é de 10 a 30%, o que
corresponde a 280 mil toneladas de corantes descartados em efluentes anualmente no mundo
(Solis ET AL., 2012). Por ser soluvel em agua, corantes do tipo azo geralmente entra no
ambiente via descarga de esgoto. Os efeitos adversos provocados por esse corante no
ambiente incluem efeito inibitdério na fotossintese aquética, reducdo da quantidade de
oxigénio dissolvido além do efeito toxico sobre os organismos (Saratale ET AL.., 2009).

Quando esses corantes sdo quebrados em anaerobiose ocorre a producdo de aminas
aromaticas, compostos altamente toxicos, carcinogénicos e mutagénicos (Solis ET AL.,
2012). Atualmente, a opc¢do de escolha para o tratamento dos residuos industriais contendo
corantes sdo as técnicas fisico-quimicas, tais como a adsorcdo, precipitacdo, oxidagdo
quimica, fotodegradagdo ou filtracdo por membrana (Levin ET AL., 2011). Contudo, todas

essas técnicas apresentam restricdo por seu alto custo, formacdo de produtos secundarios
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perigosos ou alto requerimento energético, o que tem despertado consideravel interesse nas
indUstrias téxteis para o uso de sistemas biolégicos no tratamento desses residuos (STOLZ,
2001).

A degradacdo oxidativa dos corantes azoélicos € realizada, principalmente, por fungos,
sendo catalisada por peroxidases e fenol-oxidases, como a manganés peroxidase (MnP),
lignina peroxidase (LiP) , lacase (Lac), tirosinase (Tyr), N-demetilase e celobiose
dehidrogenase (SOLIS et al. 2012). Entre as enzimas produzidas por fungos, as Lac
representam a principal escolha para processos de bioremediacdo devido a sua
inespecificidade oxidativa, ndo requerimento de cofatores e capacidade de utilizar oxigénio
disponivel como aceptor de elétrons (KALYANI ET AL., 2012). Além das Lac, a MnP
também sdo enzimas importantes no processo de degradacdo de corantes azo, pois séo
capazes de gerar um complexo de 4cido organico e Mn** a partir de sua oxidacéo inicial por
H,0,, transformando-a em um ativo oxidante (SOLIS et al. 2012). Este potencial enzimatico
torna os fungos ligninoliticos bons candidatos para uso em processos de bioremediacdo de
residuos téxteis.

Neste trabalho, os corantes Remazol Azul Brilhante R (RBBR) e Astrazon foram
escolhidos como modelo para o isolamento de fungos degradadores de corantes do tipo azo
(Figura 1 a e b). O RBBR é um derivado de corantes antracénicos, que representa uma classe
importante de organopoluentes toxicos e recalcitrantes (Eichlerova ET AL., 2007). Corantes
do tipo antraquindnico constituem a segunda classe de corantes téxteis mais importantes, com
coloracdo que cobre todo o espectro visivel (Osma ET AL., 2010). Além disso, o0 RBBR ¢
utilizado como molécula modelo para o estudo de degradacdo de poluentes aromaticos,
podendo ser usado como um método simples de indicar a presenca de um complexo
multienzimatico e, portanto, do potencial de degradacdo dos fungos presentes (Machado ET
AL., 2005; Machado & Matheus, 2006). J& o corante Astrazon Golden Yellow GL é um
corante que tem o grupo cromdéforo constituido por uma ligacdo do tipo CH=N, sendo,
portanto, um derivado de corantes azélicos (Lorimer, 2001).
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Figura 1. (A) molécula de Remazol Brilhante Azul R e (B) molécula de Astrazon Golden

Yellow GL.
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1.4. Hidrocarbonetos derivados de petréleo

O consumo anual de petroleo no mundo foi estimado em cerca de 4,6 trilhGes de litros
(Nashawi ET AL., 2010 e Elsafie ET AL., 2007). Desse total, cerca de 2 a 9 milhGes de
toneladas métricas de petroleo séo liberados anualmente no ambiente devido a acidentes ou
vazamentos durante os processos de extracdo, refino, transporte e utilizacdo do petréleo
(Megharaj ET AL., 2011). No solo, os niveis de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
variam de 1pg até 300 g/Kg de solo dependendo da fonte de contaminacdo (Megharaj ET
AL., 2011).

O petréleo é constituido de uma mistura complexa de componentes no estado gasoso,
liquido e solido, tornando muito dificil a determinacdo de sua composicdo. A definicdo geral
coloca o petréleo como uma mistura composta de gas natural (metano) e Oleo cru de
composic¢do varidvel, obtido por meio de processos bioldgicos e geoldgicos resultantes do
acumulo de matéria organica (UNEP, 1991). Em alguns tipos de petréleos os hidrocarbonetos
atingem até 98% da composicdo total, seguido de outros componentes em menor quantidade
tais como: enxofre, nitrogénio e oxigénio. Ha ainda metais traco como vanadio, niquel, sodio,
calcio, cobre e uranio (Bento, 2005).0s hidrocarbonetos originados do petr6leo podem ser
divididos em 4 classes: saturados, aromaticos, asfaltenos (fendis, acidos graxos, cetonas,
ésteres e porfirinas) e resinas (piridinas, quinolonas, carbazoles, sulfoxidos e amidos) (Leahy
& Colwell, 1990). Em média, o petroleo apresenta cerca de 30% de compostos do tipo
alcanos, 50% cicloalcanos e 15% aromatico e cada hidrocarboneto difere em sua
suscetibilidade ao ataque microbiano (Leahy & Colwell, 1990).

A toxicidade do petroleo cru é normalmente atribuida aos hidrocarbonetos monociclicos
aromaticos (HMAS) sollveis em agua e aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
apresentados no quadro 1. O benzeno, tolueno, etilbenzeno e Xxileno sdo hidrocarbonetos
monocilcicos aromaticos que apresentam baixo peso molecular, geralmente ndo persistindo no
ambiente devido a sua elevada volatilidade e biodegradabilidade. Os HPAs, por terem alto
peso molecular, sdo menos volateis e degradam lentamente, podendo apresentar impactos a
médio e longo prazo, especialmente em ambientes aquéaticos (Bento, 2005). Os
hidrocarbonetos ndo volatilizados séo incorporados na cadeia trofica por meio da ingestao de
plantas ou outros animais contaminados no solo ou &gua e, ao se ligarem as moléculas
protéicas e ao tecido adiposo dos animais, sao acumulados e transferidos por meio da cadeia

trofica, sem alteracBes em sua estrutura (Tiburtius ET AL., 2004).
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Quadro 1. Estruturas quimicas e efeitos toxicos dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
considerados poluentes de prioridade ambiental pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) norte

americana (BENTO, 2005).

Denominacgéo
(IUPAC)

Efeito

Denominacéo
(IUPAC)

Efeito

Naftaleno

Acenafteno

Antraceno

Fluoranteno

Criseno

Benzo(b)

Fluoranteno

Benzo(a)
Pireno

Benzo(g,h,i)

Perileno

P

W,

Toxico

Mutagénico

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Acenaftileno

Fluoreno

Fenantreno

Pireno

Benzo(a)

antraceno

Benzo(K)

fluoreteno

Dibenzo
(a,h)
antraceno

Indeno

Mutagénico

Mutagénico

Toxico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico e

Mutagénico

Carcinogénico
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As tecnologias para a remediacdo de ambientes contaminados com petréleo incluem a
separacdo mecénica, incineracdo, evaporacgdo, dispersdo e lavagem de solos e materiais
contaminados (Hidayat ET AL., 2010). Essas tecnologias sdo onerosas e podem levar apenas

a decomposicdo com formacéo de outros contaminantes (Das & Chandran, 2010).

1.5. Fungos ligninoliticos

Os fungos formam um reino monofilético que, segundo estimativas, contribuem para a
diversidade global com aproximadamente 5 milhdes de espécies, excedendo o0 numero de
espécies de plantas em 6 vezes (Blackwell, 2011). A principal marcacdo molecular que
permite esta analise da especiacdo de fungos € a regido transcrita interna (ITS) presente no
RNA ribossdmico, gracas ao alto numero de copias e, consequentemente, facil acesso, via
técnica de PCR, mesmo dos DNAs fragmentados ou mal preservados; além de primers ja
extensivamente testados que amplificam a regido ITS em diferentes grupos filogenéticos e
sequéncia de comprimento entre 400-800 bps que facilita a analise filogenética (Nagy ET
AL., 2012).

Entre as espécies flngicas, os taxons decompositores de madeira sdo particularmente
importantes por seu papel na ciclagem de nutrientes nas florestas, além de atuarem como
substrato ou fonte de recursos para varios outros organismos que dependem deles (Halme &
Kotiaho, 2011). Em geral, fungos degradadores de madeira podem ser designados como
fungos da podriddo branca e fungos da podriddo marrom (Kirk & Farrell, 1987). Os fungos da
podriddo branca sdo encontrados, predominantemente, degradando a madeira de
angiospermas, o que resulta em uma madeira de aparéncia esbranquicada. Por outro lado, 0s
fungos da podriddo marrom sdo encontrados predominantemente degradando matéria
organica de gimnospermas e se propagam bem em climas frios com uma estagdo curta de
crescimento (TUOR et al., 1995). Apesar de serem colocados em um grupo de fisiologia
semelhante, esses fungos representam grupos taxonémicos distintos (Tuor ET AL., 1995),
sendo que a maior parte dos representates desses grupos fazem parte do filo Basidiomycota,
com a participacdo de apenas algumas espécies do filo Ascomycota (principalmente da familia
Xylariaceae) (Pointing, 2001).

A lignina, encontrada em madeira de plantas superiores, € um polimero aromatico
hidrofobico de alto peso molecular comumente depositada nas células em padrdes que a
tornam efetiva como barreira contra ataques microbianos (Faulon & Hatcher, 1994). O
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esqueleto da lignina é um polimero fenil-propandide, opticamente inativo, sintetizado de
forma aleatoria a partir dos precursores coniferil, 1-coumaril e &lcool sinapil (Kirk & Farrell,
1997) como mostrado nas figuras 1 e 2. Diferencas na composic¢éo estrutural determina o tipo
de madeira, sendo elas do tipo dura ou macia (Vanholme ET AL., 2010). A madeira macia €
constituida por lignina tipo gaiacil, contendo mais de 95% de unidades &lcool coniferil, com
tracos de &lcool p-comumaril e sinapil; ja a lignina de madeiras duras, classificada como
guaiacil-siringil, contém uma quantidade maior de derivados de alcool sinapil (26 a 60%) que
de alcool coniferil (Tuor ET AL., 1995).

A lignina representa aproximadamente 30% da matéria seca anual de um vegetal cuja
degradacdo da origem a maior parte da matéria organica do solo (Tuor ET AL., 1995). Assim,
fungos degradadores de lignina sdo considerados agentes centrais para o ciclo global de
carbono (Pointing, 2001). A lignina € um composto recalcitrante que é mineralizado por meio
de um processo oxidativo aerdbico realizado quase que essencialmente pelos fungos
decompositores de madeira (Osono, 2007; Tuor ET AL., 1995). Sua -caracteristica
recalcitrante, aliada a uma degradacdo restrita a poucos micro-organismos e uma producao
anual estimada em 20,3 x 10% Kg, faz da lignina o fator limitante do ciclo de carbono em
ambientes dominados por plantas lignoceluldsicas (Pointing, 2001). Porém, apenas a quebra
da molécula de lignina ndo fornece energia suficiente para manter sua prépria degradacao
(Osono, 2007). Assim, a decomposi¢cdo da lignina é tida como uma funcdo metabdlica
secundaria que serve, principalmente, para liberar o acesso a celulose, hemicelulose e outros
polissacarideos que representam fonte de energia e carbono para o crescimento fungico
(MCMULLAN et al., 2001).

OH OH OH
A A A
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|
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OH OH OH
Alcool p-comumaril Alcool coniferil Alcool sinapil
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Figura 2. Estrutura quimica dos precursores alcodlicos da lignina: alcool p-comumaril, &lcool

coniferil e alcool sinapil.
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Figura 3. Representagdo do polimero de lignina, como predito por andlise da lignina em
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (VANHOLME et al., 2010).

Para a mineralizacdo microbiana da lignina, dois processos sdo essenciais: (1) a quebra do
polimero e a (2) clivagem dos anéis aromaticos, envolvendo tanto conversdes oxidativas
quanto de reducdo (Tuor ET AL., 1995). Estas reacOes de quebra podem ocorrer nas fases
intra ou extracelular, dependendo do tamanho da molécula e de seu grau de insolubilidade.
Quando a molécula resultante da quebra inicial da lignina é grande ou insoltvel, sua quebra
ocorre em ambiente extracelular, seguido da entrada na célula dos compostos sollveis
monoméricos ou de fragmentos oligoméricos resultantes, para a continuacdo do

processamento (Vanholme ET AL., 2010). Em geral, os processos dependentes de
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peroxidases ocorrem tanto intra quanto extracelularmente, enquanto as reducdes dependentes
de NAD(P)H ocorrem exclusivamente dentro da célula (Tuor ET AL. 1995). A
compartimentalizacdo das conversdes oxidativas e reducionais determina que a célula fungica
possua um poderoso mecanismo de transporte através da parede celular (Tuor ET AL., 1995).

A lignina € degradada por peroxidases extracelulares em conjunto com um complexo
secundario de enzimas como as lacases e P450 monoxigenases que, posteriormente
metabolizam os produtos aromaticos dessa quebra (Stolz, 2001). A habilidade dos fungos em
degradar diferentes compostos organicos vem de seu sistema enzimatico constituido pelas
enzimas lignina peroxidase (LiP), manganase peroxidase (MnP) e lacase (Lac)
(MCMULLAN et al., 2001) como demonstrado no quadro 2. As LiPs sdo proteinas heme
extracelulares que catalisam a oxidacdo dependente de H,O, de diferentes compostos
aromaticos nao fenolicos, o que resulta na formacédo de radicais de cation aril, que criam um
ambiente instavel, levando a vérias rea¢fes ndo enziméaticas (Mcmullan ET AL., 2001 e
Reddy, 1995). As MnPs sdo proteinas que contém um grupo heme, extracelulares e
glicosiladas que catalisam a oxidacdo dependente de H,O, do fon Mn** a Mn** capaz de
mediar a oxidacdo de varios compostos fendlicos (Tuor ET SL., 1995). As lacases
(benzenodiol/oxigénio oxidoredutases) sdo enzimas que contém cobre e utilizam o oxigénio
molecular como oxidante, catalisando a oxidacdo de compostos fenélicos (Mcmullan ET AL.,
2001 e Reddy, 1995). As peroxidases, lacases e manganases produzidas por cada micro-
organismo, bem como a quantidade de cada enzima produzida, variam entre as diferentes

espécies de fungos (Osono, 2007).

Quadro 2. Substratos das enzimas ligninoliticas purificadas (modificado de FIELD et al., 1993).

Enzimas Compostos xenobidticos degradaveis

Clorofenol

Diclorofenol

Triclorofenol

Pentaclorofenol

Clorocatechol
Lignina peroxidase

Antraceno

Pireno

Benzo(a)pireno

Benzo(a)antraceno

Perileno
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Concluséo Quadro 2. Substratos das enzimas ligninoliticas purificadas (modificado de FIELD et al.,
1993).

Enzimas Compostos xenobidticos degradaveis

Dibenzo-p-dioxina
Lignina peroxidase Diclorodibenzo-p-dioxina

Corantes azolico

Diclorofenol

Clorocatechol
Manganase peroxidase Nitroaminotolueno

Corantes poliméricos
Clorolignina

Antraceno
Pireno

Mn** Benzo(a)pireno
Benzo(a)antraceno
Dibenzo(a)pireno

Anthantreno

Clorofenol
Clorometilfenol

Diclorofenol
Lacase Triclorofenol
Tetraclorofenol
Pentaclorofenol
Cloroguaiacols

Clorocatecols

Devido a natureza complexa do polimero de lignina, as peroxidases podem funcionar
como enzimas degradadoras ndo especificas e capazes de degradar uma ampla variedade de
outros compostos recalcitrantes (Osono, 2007) como demonstrado no quadro 2. Assim como a
lignina, esses compostos dificilmente serdo utilizados como Unica fonte de carbono, sendo
geralmente mineralizadas por co-metabolismo (Osono, 2007). Porém, o processo de
degradacéo utilizando outra fonte de energia que ndo o poluente a ser degradado apresenta
algumas limitacGes importantes para uso em processos de bioremediacdo. Os principais
problemas encontrados sdo os baixos indices de conversdo, acumulo de intermediarios

toxicos, necessidade de um co-substrato e a baixa eficacia devido a falta de regulacdo do
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complexo enzimatico durante o processo (Stolz, 2001). O modo de biodegradacdo ideal para
bioremediacdo seria a assimilagdo de poluentes aromaticos como Unica fonte de carbono e
energia, especialmente se esse processo resultar em uma substancial mineralizacdo do
substrato (Stolz, 2001).

Assim a capacidade de mineralizar uma série de compostos xenobidticos, aliada a sua
ubiquidade, capacidade de oxidar compostos de baixa solubilidade e & forma de producéo das
enzimas, torna os fungos decompositores de madeira bons candidatos para utilizacdo em

processos de bioremediacdo (Reddy, 1995).
1.5. Fungos degradadores de corantes e hidrocarbonetos

Na industria téxtil, diferentes corantes com estruturas diversas sao utilizados em um curto
periodo de tempo, na mesma instalacdo, o que pode gerar efluentes de composicdes variaveis.
Dessa forma, é necessario que o processo de tratamento destes residuos seja altamente
inespecifico (Stolz, 2001). Os fungos possuem sistemas metabolicos que tém por
caracteristica a inespecificidade enzimatica, tornando-os bons candidatos para utilizacdo em
processos de tratamento de efluentes complexos (Stolz, 2001).

Os fungos de podriddo branca da madeira sdo 0s micro-organismos mais estudados para a
descoloracdo de corantes especialmente por sua capacidade de atuar de forma inespecifica
(Solis ET AL., 2012; Stolz, 2001; Pointing, 2001). Para que as enzimas fangicas consigam
quebrar as moléculas de corantes elas devem ser capazes de gerar uma reagdo de oxirreducéo,
na qual ha transferéncia de um elétron do corante para a enzima em estado oxidado,
geralmente levando a mineralizacdo desse poluente (Solis ET AL., 2012). Phanerochaete
chrysosporium Burds. (Basidiomycota) é o fungo decompositor de lignina mais estudado
como degradador de moléculas aromaticas, incluindo diferentes corantes industriais (Stolz,
2001). Outros fungos como Geotrichum candidum Link., Trametes versicolor (L.) Lloyd,
Bjerkandera adusta (Willd.) P. Karst., Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm., Pycnoporus
cinnabarinus (Jacg.) P. Karst. e Pyricularia oryzae Cavara também sdo capazes de descolorir
corantes complexos, tais como os azolicos (Stolz, 2001).

Entretanto, alguns problemas que interferem na utilizacdo de fungos ligninoliticos para o
tratamento de efluentes contendo corantes podem ser apontados. EstacGes de tratamento de
efluentes ndo sdo o habitat natural dos fungos ligninoliticos, assim, cuidados especiais devem
ser tomados para que eles se estabelecam de forma adequada (Saratale ET AL., 2009) Além

disso, as enzimas ligninoliticas sdo expressas, na maioria das vezes, quando as fontes de
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nitrogénio e/ou carbono se tornam escassas, sendo que os efluentes de tratamento s&o ricos
nestes compostos (Wesenberg ET AL., 2003). Desta forma, ndo € comum encontrar relatos na
literatura de poluentes utilizados como Unica fonte de carbono e energia, exigindo uma
suplementacédo de outras fontes de energia para co-metabolizacdo dos poluentes nos efluentes
em tratamento (Mcmullan ET AL., 2001). Além disso, as taxas de degradagdo por fungos em
laboratdrio sdo usualmente baixas, variando em torno de 50 a 150 mg/L em 5 a 10 dias para
corantes (Stolz, 2001). Um estudo mais recente indicou a descoloracdo de 52 a 63% de
corantes tipo azo, por meio de adsorcao, em fungos basidiomicéticos (Solis ET AL., 2012).

Para fungos degradadores de petroleo, até 0 momento, a eficiéncia obtida em estudos de
degradacdo, com diferentes espécies de micro-organismos, foi de 6 a 82% para fungos do
solo, de 0,13 a 50% para bactérias do solo e de 0,003 a 100% para bactérias marinhas (Das &
Chandran, 2010). Para que ocorra a degradacdo do petroleo é necessario que todos 0s seus
componentes sejam quebrados gerando compostos de menor peso molecular ou mais polares,
de forma a produzir dioxido de carbono e agua no final do processo de degradagdo (Bento,
2005). A biodegradacédo do petréleo por populacdes microbianas, como mostrada na figura 4,
¢ a forma menos onerosa de eliminar seus componentes poluentes quando comparado com as
outras tecnologias de remediacdo disponiveis (Prenafeta-Boldu ET AL., 2006). Entretanto, a
biodisponibilidade de derivados de petrleo no ambiente é um dos fatores mais limitantes da
sua biodegradagdo por micro-organismos (Leahy & Colwell, 1990). Os hidrocarbonetos
podem se ligar a matéria organica, dificultando sua remocdo e degradacdo; além disso, sua
suscetibilidade a degradacdo microbiana varia de acordo com suas caracteristicas quimicas, na
seguinte ordem: alcanos lineares> alcanos ramificados> pequenos aromaticos> ciclo alcanos.
Alguns compostos, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de alto peso molecular,
podem ndo ser suscetiveis a degradacdo (Leahy & Colwell, 1990). A capacidade real de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos que participam do processo de biodegradacdo de
hidrocarbonetos ainda nao foi elucidada, ja que poucos estudos exploraram essa temaética
(Bento, 2005).
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Figura 4. Exemplo de vias de biodegradacéo de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)
por fungos mostrando a via bioguimica e produtos ja listados para a degradagdo cometabdlica de
benzo[a]pireno por fungos. Adaptado de HARMS (2011).

Bartha & Bossert (1984) listaram 33 géneros de fungos isolados de ambientes marinhos
capazes de degradar hidrocarbonetos. Espécies dos géneros Neosartorya, Talaromyces,
Graphium, Candida, Yarrowia, Pichia, Aspergillus, Penicillium e Cephalosporium foram
obtidos de solos contaminados e provaram ter a capacidade de degradar hidrocarbonetos
(Bartha & Bossert, 1984). Leveduras como Geotrichum sp., Candida lipolytica Diddens &
Lodder, Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C. Harrison e Trichosporon mucoides E.
Guého & M.T. Smith obtidos de agua contaminada também foram considerados bons
candidatos para serem utilizados como degradadores de derivados do petroleo (Das &
Chandran, 2010).

Em geral os fungos estdo envolvidos em trés tipos principais de metabolismo de
hidrocarbonetos, 0s quais envolvem mecanismos enzimaticos distintos: reacBes de
transformacéo parcial, degradacdo completa de hidrocarbonetos na presenca de um segundo
substrato compativel e utilizacdo independente dos hidrocarbonetos como unica fonte de
carbono para crescimento (Prenafeta-Boldi ET AL., 2006). O processo de degradacdo rapida

e completa da maior parte dos poluentes ocorre sob condicfes aerdbicas (Figura 5).
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Figura 5. Principais métodos utilizados por fungo para degradar quimicos organicos. Adaptado de
HARMS et al. (2011).

O ataque inicial aos poluentes é um processo oxidativo, no qual a ativacao e incorporacao
do oxigénio sdo catalisadas em uma reacdo cujas enzimas chaves sdo oxigenases e
peroxidases (Leahy & Colwell, 1990). A partir dai, reacdes periféricas direcionam 0s
compostos para a formacdo de biomassa e energia, por meio de sua conversdo a
intermediérios centrais do metabolismo microbiano. Outros mecanismos envolvidos no
processo de degradacdo sdo a ligagdo de células microbianas ao substrato (adsorcdo) e a

producéo de biosurfactantes, que aumentam a solubilizacdo e a remocdo dos contaminantes
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(Prenafeta-Boldi ET AL, 2006). Fatores fisicos como a temperatura, disponibilidade de
oxigénio e de luz influenciam diretamente a biodegradacéo de hidrocarbonetos, por afetar as
caracteristicas quimicas dos poluentes, bem como a fisiologia e a diversidade da microbiota
presente (Bento, 2005). Baixas temperaturas aumentam a viscosidade do petrdleo presente e
reduz a volatilidade dos hidrocarbonetos tdxicos de baixo peso molecular, retardando o inicio
da biodegradagdo. Fatores nutricionais como nitrogénio, fosforo e, em alguns casos, o ferro
podem atuar como fatores limitantes durante o processo degradativo (Prenafeta-Boldu ET AL,
2006). Ja a foto-oxidacdo aumenta a disponibilidade biologica e, portanto, a atividade

microbiana sobre o substrato (Bento, 2005).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Com o avanco da produgdo industrial ocorreu um aumento e diversificagéo dos produtos
quimicos langados nos sistemas de tratamento de residuos, o que vem gerando preocupacgéo
guanto ao destino desses compostos no meio ambiente. Nesse cenario, pesquisas para a
melhoria do desenvolvimento de sistemas de tratamento e producdo de materiais capazes de
substituir produtos considerados toxicos, sdo consideradas de grande importancia para
humanidade.

Atualmente no Brasil vigora uma legislacdo ambiental restritiva quanto a preservacdo dos
recursos naturais. A Resolugio CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011 prevé a auséncia de
corantes e materiais particulados em aguas do tipo continental e salina, mas permitindo a
presenca de tolueno, benzeno, xileno e etilbenzeno nos efluentes industriais, desde que a uma
concentracdo maxima de 1,2, 1,6 e 0,84 mg/L, respectivamente. Além disso, é obrigatério que
para liberagdo em corpos d’agua, esses efluentes ndo sejam capazes de causar intoxicagao ou
possuir potenciais efeitos tdxicos aos organismos aquaticos, bem como inviabilizar o
abastecimento de populacfes. Assim, € importante que as industrias desenvolvam tecnologias
para garantir a limpeza dos residuos de producdo tdéxicos antes da liberacdo nos corpos
hidricos. Apesar de toda a regulamentacdo criada para impedir a poluicdo por efluentes
industriais, a contaminacdo das aguas por rejeitos contendo hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos aumentou 500% entre 1998 a 2008, resultando em mais de 20 mil &reas
contaminadas, principalmente em decorréncia do aumento na exploracdo de atividades
agropecuarias e industriais (Melo, 2008).

Dentre as indlstrias de maior impacto econdmico e ambiental estdo as téxteis e
petroliferas. No Brasil existem cerca de 30 mil indUstrias téxteis, o que torna o pais o quinto
maior produtor téxtil no mundo (dados ABIT - Associacdo Brasileira da Inddstria Téxtil e de
Confeccdo, 2012). O principal fator competitivo dentre as indUstrias deste setor esta no
processo de coloracdo, o qual deve fornecer ao consumidor um produto de alta durabilidade.
O processo de coloragdo e sua retificacdo utilizam tipicamente produtos quimicos sintéticos,
além de grande quantidade de &gua. A poluicdo causada pela presenca dos residuos de
corantes em efluentes industriais é fator de preocupacdo para as inddstrias desse setor,
empresas de tratamento de aguas residuais e para a sociedade. Os residuos contendo
mondmeros de corantes do tipo azo representam uma das principais substancias nocivas
produzidas durante o processo de tingimento dos tecidos. Esse tipo de corante é 0 mais

produzido no mundo, representando de 60-70% de todos os corantes fabricados (um milhdo
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de toneladas em 2007). Estima-se que até 20% desse corante é liberado nos efluentes
industriais durante o processo de coloracdo, gerando problemas ambientais de dificil
tratamento, gracas a estabilidade quimica dessa molécula (Moreira ET AL., 2011).

A industria do petroleo rendeu para os cofres publicos brasileiros cerca de R$ 13 bilhdes
em royalties em 2011. No altimo ano a producéo nacional de petrdleo ultrapassou a marca de
768,5 milhdes de barris, o que tornou o Brasil o 13% colocado no ranking mundial de
produtores de petroleo. Apesar de seu carater mutagénico, teratogénico e cancerigeno ja ter
sido relatado, ainda ndo se sabe a extensdo do impacto de derramamentos nos ecossistemas
naturais ou para a sociedade. Além disso, ja é conhecido que compostos aroméaticos como
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, bem como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos
produzidos pela combustdo incompleta do petrdleo ou introduzidos no ambiente durante
derrame, possuem alto risco de levar ao aparecimento de efeitos toxicos no ambiente.

As industrias petroliferas e téxteis utilizam, em sua maioria, métodos de tratamento fisico-
quimicos que, apesar de serem considerados eficientes na remediacdo tanto do petrdleo
guanto dos corantes, geram problemas tais como: custo elevado, producdo de poluentes
secundarios, versatilidade limitada, interferéncia na eficiéncia pela presenca de outros
constituintes do efluente e uso limitado pela geracdo de lodo residual contaminado (Ertugrul,
2009). Dessa forma, diferentes pesquisas tém intensificado a busca de tecnologias capazes de
minimizar a concentracdo final de poluentes presentes nos efluentes industriais, que sejam
menos onerosas e dispendiosas em energia. Neste sentido, a remediacdo de residuos
utilizando populagdes microbianas vem sendo considerada um método menos invasivo e com
melhor relagdo custo-beneficio, se comparado com as metodologias fisico-quimicas de
tratamento.

Entre os micro-organismos, os fungos sdo potenciais candidatos para a biocatalise e
detoxificacdo de poluentes quimicos. Sua habilidade de estender uma rede micelial, a baixa
especificidade catalitica de suas enzimas e efetiva capacidade de crescer em ambientes com
baixas concentracfes de nutriente, sdo as caracteristicas metabdlicas que os tornam bons
candidatos para utilizagdo como agentes detoxificantes (Harms ET AL., 2011).. Desta forma,
pesquisas que visam & detec¢do de fungos capazes de degradar poluentes arométicos sao
consideradas importantes por contribuirem com o levantamento da diversidade e do potencial
biotecnologico das espécies, permitindo, assim, o desenvolvimento de novas tecnologias de
bioremediacdo que sejam eficientes, renovaveis e de baixo custo. A partir do exposto acima,

este trabalho visou responder as seguintes perguntas:
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— Qual a composicdo e diversidade da comunidade de fungos presentes em
amostras de madeira em decomposicdo de diferentes ecossistemas brasileiros capazes
de degradar poluentes aromaticos?

— Espécies de fungos obtidos de madeira em decomposicdo presentes em
ecossistemas naturais tropicais podem ser bons candidatos para utilizagdo em

processos de bioremediacdo de poluentes aromaticos?
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar a composicdo e diversidade de fungos presentes em madeira em
decomposicdo de diferentes ecossistemas brasileiros e avalid-los quanto a capacidade de
degradar poluentes aromaticos.

3.2. Objetivos Especificos

1. Preservar e montar uma colecdo tematica de fungos degradadores de corantes e
hidrocarbonetos aromaticos de diferentes amostras de madeira em decomposicao
presentes em biomas brasileiros e incorpora-la a Colecdo de Micro-organismos e
Células da UFMG;

2. ldentificar os fungos degradadores por meio de técnicas morfoldgicas e
moleculares;

3. Determinar a diversidade dos fungos degradadores obtidos dos diferentes
biomas brasileiros;

4. Avaliar o potencial dos fungos isolados em  degradar 0s

corantes\hidrocarbonetos aromaticos in vitro.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Areas de coleta

As amostras de madeira em decomposicdo foram coletadas ao longo de trilhas de
diferentes tipos de vegetacdo sendo: (1) Reserva Particular do Patrimdnio Natural Santuario
do Caraca, ambiente de transi¢do entre cerrado e Mata Atlantica em Minas Gerais (20°05°S/
43°28°W); (2) Reserva Particular do Patrimonio Natural de Ipira, Caatinga, Bahia (11°99°S -
34°54°W/ 12°94°S- 39°23”); e (3) Serra Preta/Mucajai, ambiente de transicdo entre Cerrado e
Mata amazoénica, Roraima (11°99°S - 34°54°W/ 12°94’S- 39°23’W). Os pontos amostrados
durante o trabalho procuraram acessar diferentes biomas do Brasil.

O cerrado é um bioma tipicamente brasileiro, constituido por um conjunto de ecossistemas

como: savanas, matas, campos e matas de galerias que ocorrem na regido central. Ocupando
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21% do territério nacional, esse bioma é considerado o segundo maior do pais, ficando atras
apenas da Amazonia. E um dos hotspots para a conservacdo da biodiversidade no mundo,
apresentando uma das mais ricas floras dentre as savanas e uma alta taxa de endemismo entre
as espécies. Com apenas 2,2% de area protegida, estudos da biodiversidade desse ambiente
tem sido feitos do intuito de desenvolver iniciativas de conservacdo (Klink & Machado,
2005).

As amostras de madeira em decomposicdo foram coletadas em dois ambientes de
transicdo com o bioma cerrado: em Minas Gerais na Reserva Particular do Patriménio Natural
- Santuério do Caraga, onde ha a transicdo com mata atlantica e com campos rupestres; e em
Serra da Prata, localizada no municipio de Mucajai, Estado de Roraima. Em Roraima, a
regido amostrada apresenta transicdo Ssavana-mata amazOnica, com presenca de
campinas/campinaranas. Por ser uma das regides mais antigas de colonizacdo do estado de
Roraima, sua importancia € justificada, tanto com relacdo a expansdo da fronteira agricola,
quanto aos riscos associados a préticas tradicionais, com base no uso do fogo (Mourdo ET
AL, 2006). Ja a Reserva Particular do Patrimdnio Natural - Santuario do Caraca esta inserida
na porcdo sul do contraforte da Serra do Espinhaco, no Quadrilatero Ferrifero, e é considerada
Unidade de Conservacao de ambito Federal, por meio da Portaria do IBAMA, n° 32, de 20 de
marcgo de 1994.

Outro bioma amostrado foi a Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro, que ocupa
10% do territério nacional, com uma érea de 700 a 800 mil Km?, abrangendo parte dos
estados Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Alagoas, Sergipe, Bahia e
Minas Gerais. Apesar da sua amplitude, esse bioma € um dos ecossistemas brasileiros mais
negligenciados, menos protegido e mais ameacado pela ocupagdo humana (Almeida ET AL.,
2011). Sua vegetacdo é predominante xeréfita, com plantas deciduas e xerofilas (raizes largas,
talos grossos e folhas reduzidas a espinhos). As coletas de amostras nesse bioma foram
realizadas nos arredores do municipio de Serra Preta, no Estado da Bahia, localizado a 162
Km da cidade de Salvador, na Regido Econémica do Paraguagu, na microrregido Feira de

Santana e territério de identidade da Bacia do Jacuipe.
4.2. Coleta e isolamento das amostras
Trinta amostras de madeira em diferentes estagios decomposicéo foram coletadas em cada

area e processadas em até 24 horas apos a coleta. Fragmentos de madeira em decomposicado
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(1g) foram inoculadas em 20 mL de meio Hydrocarbon Adapted Fungi (HAF) acrescido de
1% de petrdleo bruto e em Meio Minimo Mineral (MMM) acrescido de 0,05% dos corantes
azolicos Remazol Azul Brilhante ou Astrazon.

As amostras foram incubadas nos meios, HAF acrescido de petroleo e MMM acrescido
dos corantes por um periodo de 5 a 15 dias, & 28°C e 150 rpm, e avaliadas, diariamente,
guanto a mudanca de cor e turvacdo do meio. Apos turvacdo do meio, 100 puL dos meios
contendo as fragOes de madeira foram inoculados diretamente nas placas e nas concentracGes
de 10 e 107, nos meios sélidos HAF e MMM, respectivamente, de forma a garantir que s6

seriam isolados fungos capazes de crescer tendo apenas os poluentes como fonte de carbono.

4.3. Agrupamento e preservacao dos fungos

Os fungos obtidos foram agrupados quanto as caracteristicas morfoldgicas (cor do verso e
da frente, formato e cor da borda, textura da colénia e capacidade de mudar a cor do meio)
para posterior identificacdo molecular. Os fungos foram preservados a partir do crescimento
em &gar extrato de malte (MEA) por 7 dias a 25'C. Apds crescimento, 8 discos de 3 mm
foram retirados da parte marginal do crescimento micelial de cada fungo e preservados em
duplicata, em tubos de penicilina contendo 10 mL de agua destilada (CASTELLANI, 1967) e
em criotubos a -80°C, acrescidos de 20% de glicerol estéril.

As leveduras foram isoladas e purificadas em meio agar extrato de malte e extrato de
levedura (YM) por 24 ou 48 horas a 25 C, a partir do qual foram inoculadas em caldo GYMP
por mais 24 horas a 25°C, para posterior congelamento. Para isso, 1 mL do caldo inoculado
com a levedura foi depositado em criotubos e acrescido a 20% de glicerol estéril e

posteriormente armazenado em ultrafreezer a -80°C.

4.4, Extracao do DNA Total

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por Rosa e
colaboradores (2009). Os fungos filamentosos foram crescidos por sete dias em MEA e entdo
fragmentos de micélio foram colocados em tubo de 1,5 mL acrescidos de 400 puL. de tampao
de lise (pH) e deixado a — 20 °C por 10 min.. O micélio foi triturado com auxilio de Beads de
metal e foram acrescentados 5 pL de Proteinase K (50 pg/mL). Ap6s homogeneizagao, o tubo

foi colocado por 30 min. a 60 °C em banho maria. Em seguida, foram adicionados 162 pL de
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CTAB (pH), seguido de homogeneizagéo e incubacdo por 10 min. a 65°C. Posteriormente,
foram acrescentados 570 ul da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apods
homogeneizacdo, o tubo foi incubado por 30 min. em gelo. Em seguida, o contetdo foi
centrifugado a 13.200 rpm por 10 minutos e o liquido sobrenadante foi transferido para um
novo tubo de 1,5mL, e acrescentado 10% do volume de uma solucdo de acetato de sddio 3M.
O tubo foi vertido para homogeneizagéo, incubado em gelo, por 30 min. e centrifugado a
13.200 rpm por 10 min.. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e, em seguida,
adicionado 50% do volume de isopropanol (Merck) e a suspensdao foi gentilmente
homogeneizada. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 13.200 rpm por 5 min. e 0
sobrenadante desprezado por inverséo, seguido por homogeneizagdo com etanol 70% (Merck)
p/v. A amostra foi seca por aproximadamente 60 min., ¢ entdo foi adicionado 50 pL de Tris-
EDTA (pH). A amostra foi incubada a 65°C por 60 minutos para hidratacdo do DNA e
posteriormente armazenadas em freezer a -20°C para quantificagdo do DNA obtido.

4.5. Amplificacao utilizando o iniciador (GTG)s

O iniciador (GTG)s foi utilizado para amplificacdo de regides de microssatélite, conforme
descrito por Lieckfeldt et al. (1993). A PCR foi realizada para um volume final de 25 pL
contendo de 1,0 a 5,0 L. de DNA (tentando atingir uma concentracdo de 250 ng/uL de DNA,
sendo que podem ser utilizadas amostras com concentragdo entre 50-500 ng/uL), 2,0 pL do
iniciador (GTG)s 10 umol™ (MWG Biotech), 2,5 pL de tampdo de PCR 5X (Fermentas), 1,5
pL de MgCl, 25mM, 1,0 pL de dANTP 10 mM, 0,2 pL de Tag DNA polimerase 5U
(Fermentas) e o volume final completado com agua ultrapura. As reacdes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf). O programa
consistiu de uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 min., seguido por 40 ciclos de 15 segundos
de desnaturacdo a 94°C, 45 segundos de anelamento a 55°C e 90 segundos de extenséo a
72°C, e uma extensdo final por 6 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampdo TBE 0,5X (pH 8,0), eluidos durante
aproximadamente 1 hora e 30 min. a 80 V. As bandas foram coradas com solucéo de GelRed,
e 0s géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacao

de gel (Vilber Lourmat, France).
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4.6. Amplificacio da regiao ITS

Os iniciadores ITS1 (5~ TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3°) foram utilizados para amplificacdo da regido transcrita
interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rDNA, conforme descrito por White et. al. (1990). A
PCR foi realizada em um volume final de 50 puL contendo de 1,0 a 5,0 uL. de DNA (variando
de acordo com a concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada
iniciador ITS1 e ITS4 10 umol'1 (MWG Biotech), 5,0 uLL de tampao de PCR 5X (Fermentas),
2,0 uL de MgCl, 25mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,2 uL de Taq DNA polimerase 5U
(Fermentas) e o volume final completado com &gua para injecdo esterilizada. As reacdes de
PCR foram realizadas utilizando o termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf). O
programa consistiu de uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos
de 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1 min. de anelamento a 55°C e 1 min. de extensdo a
72°C, e uma extensao final por 5 min. a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de &cido
borico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), resolvido durante aproximadamente 30 min. a 120 V.
As bandas foram coradas com solucédo de GelRed, e os géis visualizados sob luz ultravioleta e

fotografados pelo sistema de foto-documentacao de gel (Vilber Lourmat, Francga).

4.7. Amplificaciio de fragmento do gene do Fator de Alongamento — 1 alpha

Os iniciadores EF1-728F (5’- CATCGAGAAGTTCGAGAAGG -3°) e EF1-986R (5’-
TACTTGAAGGAACCCTTACC -3°) foram utilizados para amplificacdo parcial do EF-1a
conforme descrito por Carbone & Kohn (1999). A PCR foi realizada em um volume final de
50 pL contendo de 1,0 a 5,0 uL de DNA (variando de acordo com a concentracdo do DNA, a
qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador EF1-728F e EF1-986R 10 pmol
! (MWG Biotech), 5,0 uL. de tampao de PCR 5X (Fermentas), 2,0 uL de MgCl, 25mM, 2,0
pL de dNTP 10 mM, 0,2 uL. de Taqg DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final
completado com &gua para injecdo esterilizado. As reacbes de PCR foram realizadas
utilizando o termociclador PCR Express (Valpo Protect - Eppendorf). O programa consistiu
de uma desnaturacdo inicial a 96°C por 3 minutos, seguido por 40 ciclos de 30 segundos de
desnaturacdo a 95°C, 45 segundos de anelamento a 54°C e 45 segundos de extensédo a 72°C e
uma extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5X, resolvido durante
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aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas com solugéo de GelRed, e 0s
géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacéo de gel

(Vilber Lourmat, Franca).

4.8. Purificacao dos amplicons

Os amplicons gerados pela reacdo de PCR foram purificados utilizando-se EDTA. Ao
produto de PCR com volume de 45 uL, foram adicionados 11,25 ulL de EDTA 125 mM e 135
uL de etanol absoluto (Sigma). Esta mistura foi submetida a centrifugagdo com rotacao de
13.000 rpm durante 25 min.. O sobrenadante foi descartado e para lavagem do precipitado foi
adicionado 120 pL de etanol 70% e realizado homogeneiza¢do por inversdo. ApOs
centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado novamente e o
restante do etanol foi secado por 20 minutos a 37°C. O DNA entdo foi ressuspensso em 10 puL
de &gua ultrapura. O produto obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop
Thecnologies) para ser utilizado nas reacdes de sequenciamento.

4.9. Reagdes de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o Kit DYEnamic™ (Amersham
Biosciences, USA) em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado
MegaBACE™ 1000, no Ncleo de Anélise de Genoma e Expresséo génica (NAGE). Para as
reacOes de sequenciamento foram utilizados 80-120 ng do DNA purificado e 0s reagentes
presentes no Kit DYEnamic™ (Amersham Biosciences, USA). A reacdo de PCR foi realizada
em um volume final de 10 pL contendo 4 pL do pré-mix (presente no kit de sequenciamento)
e 1 pL do iniciador (5 pmol-1), e completa-se o volume final com &gua para injecdo
esterilizada. O programa consistiu de 36 ciclos de uma desnaturacdo inicial a 95°C por 25
min., seguido por 15 segundos de anelamento a 50°C e 3 minutos de extens&o a 60°C.

Para precipitagdo das reagdes de sequenciamento, 1 pL de acetato de amonio 7,5 M foi
adicionado em cada poco da placa de 96 pocos. A solucdo de acetato de amoénio foi
dispensada na parede lateral dos pocos e a placa levemente batida sobre a bancada para que as
gotas do acetato de aménio se misturem a reacdo. Em seguida foram adicionados 28 pL de
etanol absoluto (Merck). A placa foi submetida a agitacdo em vortex e incubada por 20 min. a

temperatura ambiente, protegida da luz.
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Ap0s periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 min. a 4.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado virando-se a placa sobre um papel absorvente. Em seguida, foram
adicionados 150 pL de etanol 70% (Merck). A placa foi novamente centrifugada por 15
minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante entdo descartado. Para remocéao do excesso de etanol, a
placa foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um pulso em centrifuga a 900
rpm durante 1 segundo. Em seguida, a placa foi mantida em repouso durante 20-40 min.,
protegida da luz, para evaporacgéo do etanol residual.

O DNA das amostras precipitado em cada pogo foi entdo ressuspendido em 10 pL de
“tampdo de corrida” (presente no kit de sequenciamento). A placa foi entdo submetida a
agitacdo em vortex por 2 min., centrifugada por 1 segundo a 900 rpm e armazenada a 4°C,

protegida da luz, até injegdo das amostras no sistema automatizado MegaBACE™ 1000.

4.10. Analise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com sequéncias depositadas GenBank,
utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool — versdo 2.215 do
BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/), desenvolvido
pelo National Center For Biothecnology e disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Os isolados que apresentaram sequéncia com identidade
> a 99% em relagdo as sequéncias de fungos depositadas no GenBank, foram considerados
como pertencentes a mesma espécie. Para as sequencias com identidade igual a 98% o género
e espécies foram aceitos, mas o termo ‘cf.’ (latim for confer = comparado com) foi usado para
indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta pequenas diferencas com a espécie
referéncia. Ja aqueles que apresentaram sequéncias com identidade entre 95 e 97% somente 0
género foi aceito, para sequéncias com identidade < 95% os isolados foram identificados
como espécies desconhecidas ou identificados em familia, classe, ordem .

As sequéncias dos taxons referentes a ordem, familia, género ou outros niveis
hierarquicos, ndo apresentaram identificagdo conclusiva (alinhamento com multiplas espécies)
foram utilizadas na construgdo de arvores filogenéticas, submetidos ao alinhamento dos
fragmentos da regido 1TS1-5.8S-1TS2. A analise filogenética foi conduzida utilizando o
programa MEGA (Mega Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 5 (Tamura ET
AL., 2011). Os taxons que apresentarem sequéncias menores que 300 pb foram considerados

como ndo identificados. A analise de bootstrap foi com 1.000 repeti¢cGes utilizando 0s
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softwares incluidos no MEGA 5. Sequencias de espécies de referencias depositadas no
GenBank foram adicionadas as andlises filogenéticas. InformagBGes sobre os niveis
hierarquicos utilizados na taxonomia fungica foram obtidos no MycoBank

(http://www.mycobank.org/) e Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/).

4.11. Diversidade da comunidade filingica: calculo dos indices de abundéancia,

riqueza e dominancia

As contagens de isolados obtidos foram usadas para célculo das densidades de cada local
de coleta estudado e para cada tdxon encontrado. Além disso, a abundancia de cada taxon foi
calculada de acordo com a seguinte formula: porcentagem de abundancia do taxon A =
namero de isolados do taxon A x 100/soma de isolados de todos os taxons. Estes dados foram
utilizados para determinar a prevaléncia de cada t&xon em comparacdo com o total de taxons,
presente nas comunidades fungicas de cada area de coleta.

Para avaliar as caracteristicas das comunidades nos diferentes locais de coleta, foram
utilizados os indices de diversidade (Fisher), riqueza (Margalef) e dominancia (Simpson). O
indice de diversidade alpha de Fisher é adequado para frequéncias em que diferentes espécies
ocorrem de forma aleatdria, onde, comumente, algumas espécies sao tao raras que sua chance
de inclusdo é pequena (Fisher ET AL., 1943). Esse ¢ um indice de diversidade paramétrico e
assume que a abundancia das espécies segue o padrdo Log de distribuicdo. E calculado pela
formula: S=a*In(1+n/a) onde, S é o nimero de taxons presente na amostra, n € o nimero de
individuos e a é 0 a é o indice alpha de Fisher.

Ja o indice de riqueza de Margalef estabelece uma relacdo entre o nimero de taxons
encontrados e o numero de individuos, levando em conta o efeito de diferente tamanho das
amostras. Sua férmula é dada por (S-1)/In(n), onde S é o numero de taxons encontrados e n
representa 0 nimero de individuos.

O indice de Simpson calcula a diversidade de uma comunidade ao indicar a dominancia
de uma espécie sobre outras levando em conta o0 nimero de espécies presentes na amostra,
bem como sua abundancia. Esse indice calcula a probabilidade de dois individuos
selecionados aleatoriamente de uma amostra pertencerem a mesma espécie. Seu céalculo é
feito utilizando a formula D =X(n / N)2, onde n € o numero total de organismos de uma
mesma espécie e N o numero total de organismos de todas as espécies. Nesse indice, 0

representa 0 maximo de diversidade e 1 nenhuma diversidade.
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Todos os resultados foram obtidos com 95% de confianga, e 0s valores estatisticos
calculados a partir de 1000 repeti¢bes. Todos os indices foram calculados utilizando o
programa computacional PAST 1.90 (Hammer ET AL., 2001).

4.12. Triagem dos Corantes

Para a triagem, os fungos isolados a partir dos meios contendo 0s corantes como Unica
fonte de carbono foram testados em duas etapas. Numa primeira etapa, foi realizado um
experimento em duplicata com todos os fungos obtidos no isolamento, utilizando-se 5 mL de
meio MMM adicionado dos corantes. Foram realizadas leituras visuais da modificacao sofrida
pelos corantes, tanto para as leveduras (7 e 15 dias) quanto para fungos filamentosos (15 e 30
dias), bem como a medida de suas respectivas massas secas. Essa primeira etapa teve como
objetivo selecionar, do total obtido, apenas os fungos capazes de utilizar os corantes como
fonte de crescimento, modificando seu padréo de cor.

ApOs essa primeira triagem, as leveduras selecionadas passaram por um teste mais
detalhado do seu crescimento na presenca dos corantes. Para isso, ap0s um periodo de
crescimento em placas de Petri com o meio contendo os corante, as leveduras foram
ressuspensas em tampédo de fosfato esterilizado até atingir uma densidade Optica igual a 1(em
600 nm). Dez microlitros destas leveduras ressuspensas foram inoculadas, em triplicada, em
placas de 96 pocos contendo 190 uL de MMM acrescido de 0,001 g dos respectivos corantes.
As placas foram incubadas em temperatura ambiente com agitacdo de 180 rpm por até 7 dias
para dosagem da decaimento dos corantes e crescimento da biomassa fungica. As leituras
foram realizadas durante 1, 2, 3, 7, 14, 21 e 28 dias, nas faixas de comprimento de onda de
585 nm para RBBR e 530 para Astrazon, de forma a medir a descoloracdo do meio liquido. O
comprimento de onda de 600 nm foi utilizado para medir o crescimento das leveduras;

Ja para os fungos filamentosos selecionados na primeira triagem, um disco de
aproximadamente 3 mm de diametro foi inoculado em tubos conicos de 15 mL contendo 10
mL de MMM suplementado com cada um dos corantes alvos. Apos a incubacéo por 3, 7, 15,
30 e 45 dias a 28°C com agitacdo de 150 rpm, a biomassa foi separada por centrifugacio a
3500 rpm por 20 min para dosagem do crescimento por meio da determinacdo da massa
micelial seca a 80°C em forno de Pauster por até 7 dias. Do sobrenadante foram retirados 200
uL para analise em espectofotdmetro sobre os mesmos comprimentos de onda ja citados para

as dosagens da reducdo de cor dos corantes.
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E importante ressaltar que antes de cada experimento os fungos foram crescidos em
MMM acrescido de 0,05% dos respectivos corantes como Unica fonte de carbono, incubados a
28°C por até 7 dias, de forma a reativar os mecanismos metabélicos responsaveis pela

modificacdo dos corantes.

4.13. Dosagem da degradaciao de corantes por dosagem de carbono orginico

total (COT)

Os fungos que apresentaram as maiores reduc@es de cor por biomassa nos experimentos
anteriores foram crescidos em tubos cénicos de 50 mL de MMM, acrescido de 0,05% dos
corantes azolicos Remazol Azul Brilhante ou Astrazon. Nos dias 0, 3, 7, 15 e 30 de
crescimento, uma aliquota de 10 mL de meio foi retirada, filtrada e estocada a -4°C, para
posteriores analises de concentracdo dos corantes pela técnica de dosagem de Carbono
organico total (Saratale ET AL., 2009). Foi usado um analisador de carbono organico total,
TOC-Vcpn da Shimadzu, com injecdo de amostra direta. As amostras foram filtradas em
membrana Millipore de 0,45 pm, em seguida 2 mL do corantes azo Astrazon ou 4 mL do
corante antraquinénico RBBR foram diluidos em baldo volumétrico. As amostras foram
acrescidas com agua Milli-Q até atingir um volume de 20 mL, sendo injetadas no analisador
de carbono organico. Os valores de COT foram obtidos comparando-se os valores das

amostras com os das curvas de calibracdo do equipamento.

4.14. Triagem do Petroleo

Para avaliar a capacidade dos fungos, obtidos a partir do isolamento em meio contendo
petréleo como Unica fonte de carbono, de crescer e utilizar com eficiéncia esse composto foi
realizada duas etapas de triagem. O primeiro experimento de triagem foi realizado em
duplicata, utilizando-se 5 mL de meio HAF acrescido de 1% do petréleo bruto, com leituras
visuais de metabolizacdo do petréleo (leveduras em 7 e 15 dias e fungos filamentosos em 15 e
30 dias), bem como medida do crescimento flngico pela pesagem de biomassa seca. Para
obter uma avaliagdo visual foi utilizado 2,6-dicholorofenolindofenol (DCPIP) como aceptor
de elétron, segundo metodologia descrita por Hanson et al. (1993). A utilizacdo do DCPIP
parte do principio que a oxidacdo dos hidrocarbonetos pelo metabolismo microbiano gera
uma transferéncia de elétrons para ions como O, nitratos ou sulfatos. A partir do momento

gue se incorpora no meio um aceptor de elétrons como o DCPIP, torna-se possivel inferir a
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habilidade do micro-organismo em utilizar o hidrocarboneto como substrato, j& que a
mudanga de cor do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido) indica a oxidacdo do
petréleo com liberacdo de elétrons.

As leveduras que nesta primeira triagem apresentaram capacidade de crescer e
metabolizar o petréleo foram, ap6s periodo de crescimento em placa, ressuspensas em tampéo
de fosfato esterilizado, até atingir uma densidade Optica igual a 1 (em 600nm). Um total de 10
uL desta suspensdo de células em tampdo foram inoculadas, em triplicada, em placas de 96
pocos contendo 162 uL do meio HAF e 2 uL de petroleo, acrescidas de 20 uL de DCPIP
(0,13 mg/mL). As leituras foram realizadas a 1, 2, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Estas placas foram
incubadas em temperatura ambiente com agitacdo de 180 rpm para dosagem da descoloragédo
de DCPIP e crescimento da biomassa fungica. As leituras foram realizadas sob os
comprimentos de onda de 605 nm para DCPIP e de 600 nm para dosagem da quantidade de
celulas leveduriformes presentes no meio.

Ja para os fungos filamentosos selecionados na primeira triagem também por
apresentaram capacidade de crescer e metabolizar o petréleo, um disco de aproximadamente 3
mm de diametro, retirado na parte mais externa da colonia, foi inoculado em tubos cénicos de
15 mL contendo 8 mL de meio HAF suplementado com 1 mL de petréleo e 1 mL de DCPIP.
Ap6s a incubagcdo por 3, 7, 15 e 30 e 45 dias, a 28°C, com agitacdo de 150 rpm, a biomassa foi
separada por centrifugacao a 3500 rpm por 20 min. e, 200 uL do sobrenadante retirado para
analise em espectofotbmetro, sob os mesmos comprimentos de onda ja citado para as
dosagens das leveduras. Ja o crescimento fungico foi avaliado por meio da determinacao da
massa seca micelial a 80°C em forno de Pauster por até 7 dias.

E importante ressaltar que antes de cada experimento os fungos foram crescidos em meio
HAF acrescido de 1% de petréleo bruto como Unica fonte de carbono, incubados a 28°C por
até 7 dias, de forma a reativar os mecanismos metabdlicos responsaveis pela metabolizacédo

do petroleo.

4.15. Dosagem da degradacio de antraceno por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE)

Os fungos potencialmente degradadores de petrdleo foram crescidos em Erlenmeyers com
200 mL de meio HAF acrescido de 1% de antraceno, dissolvido em 120 mL do solvente

dimetilformamida. Nos dias 0, 3, 7, 15 e 30 de crescimento, uma aliquota de 10 mL de meio

42



foi retirada e estocada a -4°C, para posteriores analises. O antraceno foi extraido utilizando-se
3 volumes de etilacetado, posteriormente seco em sulfato de sodio anidro e evaporado até
retirada completa da umidade em vacuo a 40°C. O residuo foi redissolvido em metanol
utilizando pulsos de ultrassom, com o volume complementado por metanol, até atingir 20mL.
A seguir, 1 mL da amostra ressuspendida foi acrescido da fase mével composta por Agua
MilliQ/ Acetonitrila (1:1) até atingir um volume final de 10 mL. Ao final as amostras foram
filtradas (Millipore 0,45um) e 20 pl injetado para a dosagem em Cromatografo Liquido de
Alta Eficiéncia (CLAE) SHIMADZU (BEZALEL et al., 1996).

A degradacédo de antraceno foi analisado por CLAE de fase reversa em coluna ZORBAX
Eclipse PAH (Narrow Bore - 2,1x150mm - 5 Micron -P.N. 959701-918) com 40 min. de
gradiente linear de agua-metanol (50:50 até 5:95 v/v), utilizando uma taxa de fluxo de 0,5
mL/min para separacdo de antraceno em comprimento de onda de 220 nm. A anélise dos
resultados foi realizada utilizando o software CLASS-VP e apresentados com base na reducéo

de area da curva de deteccao do antraceno (tempo de retencdo 17,1 min.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Distribuicao das espécies

Ao final das coletas, 90 amostras de madeira em decomposi¢do foram obtidas dos 3
biomas selecionados (Caatinga, ecétono Cerrado/Mata Atlantica e ecotono Cerrado/Mata
Amazodnica). No total foram obtidos 482 isolados fungicos, a maior parte (43%) encontrada
nas madeiras coletadas no ecdtono Cerrado/Mata Amazonica, seguido pela Caatinga (28,6%)
e ecotono Cerrado/Mata Atlantica (28,4%). O corante RBBR foi o substrato que permitiu o
crescimento do maior nimero de isolados (44,4%), sequido de petréleo (29,3%) e o corante
Astrazon (26,3%) (Tabela 3).

Tabela 1. Total de isolados fungicos obtidos de amostras de madeira em decomposi¢do dos biomas

selecionados de acordo com os substratos utilizados como fonte Unica fonte de carbono.

Substrato utilizado como Total de
Unica fonte de carbono isolados/biomas
Bioma RBBR® Astrazon Petréleo
Caatinga 63 35 40 138
Cerrado/Mata Atlantica® 52 25 60 137
Cerrado/Mata Amazénica* 99 67 41 207
Total de isolados/substrato 214 127 141 482

“RBBR = Remazol Azul Brilhante R; “regi&o ecotonal entre Cerrado e Mata Atlantica; ‘regido ecotonal entre

Cerrado e Mata Amazoénica.

A diferenca entre o numero de fungos obtidos entre cada um dos biomas, pode ser
explicada por Mcguire et al. (2011) que demonstrou uma correlacdo positiva entre a presenca
e riqueza de fungos em florestas neotropicais e a quantidade de precipitacdo de chuvas. A
regido onde se encontra o ecotono Cerrado/Mata Amazonica teve indice pluviométrico de 200
a 300 mm em fevereiro de 2012, que foi maior no periodo de coleta das amostras em
comparagdo com o ecotono Cerrado/Mata atlantica e Caatinga, os quais apresentaram indices
de -50 a +50 mm em abril de 2011 (Fonte: INPE/CPTEC, Numerical Climate Predicition -
http://climal.cptec.inpe.br/gpc/). Essa diferenca na disponibilidade de &gua entre os biomas
pode ter influenciado a maior quantidade de fungos obtida no bioma de Cerrado/Mata

amazonica, em detrimento dos outros dois.
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Ap0s pré-triagem, apenas os isolados capazes de crescer na presenca dos corantes e
petroleo como fonte de carbono (capacidade evidenciada por meio da descoloracdo dos
corantes e mudanca de cor do indicador DCPIP para petroleo) foram selecionados para dar
continuidade ao trabalho. Do total de fungos encontrados, 98 isolados (20,3%) demonstraram
capacidade de crescer e, aparentemente, utilizar o poluente presente no meio de cultura como
fonte de carbono. A maior parte dos fungos ativos foi encontrada na Caatinga (51%), seguido
pelos ecotonos Cerrado/Mata atlantica (30,6%) e Cerrado/Mata Amazénica (18,4%). O
substrato que permitiu as melhores taxas de obtencdo de fungos com potencial degradativos
foi o petrdleo (51%), seguido por RBBR (35,7%) e Astrazon (13,3%) (Tabela 4).

Tabela 2. Total de isolados fungicos ativos obtidos de amostras de madeira em decomposi¢do dos

biomas selecionados de acordo com os substratos utilizados como fonte Unica fonte de carbono.

) Substrato utilizado como Unica Total de
Bioma . .
fonte de carbono isolados/biomas
RBBR?  Astrazon Petroleo
Caatinga 31 10 9 50
Cerrado/Mata Atlantica” 1 3 26 30
Cerrado/ Mata Amazonica® 3 0 15 18
Total de isolados por substrato 35 13 50 98

“RBBR = Remazol Azul Brilhante R; “regi&o ecotonal entre Cerrado e Mata Atlantica; ‘regido ecotonal entre

Cerrado e Mata Amazonica.

Do total de fungos encontrados nas madeiras em decomposicdo dos biomas
amostrados, 21,6% foi capaz de promover modificaces das caracteristicas visuais do meio,
resultado similar as encontradas em outros estudos com fungos isolados de ambiente aquatico
de regides de clima temperado (Junghanns ET AL., 2008; Macgrath & Di Toro, 2009) e em
areas de montanha de florestas tropicais (Martorell ET AL., 2012). Estudo realizado por
Thouandetal et al. (2011) revisando diferentes grupos de degradadores sugere que a baixa
guantidade de fungos potenciais degradadores isolados no ambiente pode ser devido a
raridade ou baixa frequéncia de espécies que utilizam compostos recalcitrantes. Os fungos que
cresceram nos meios com os poluentes como Unica fonte de carbono, mas ndo foram capazes
de causar a descoloracdo dos meios com 0s corantes e a ndo mudancga de cor do indicador
DCPIP para o petroleo (384 isolados), foram classificados como tolerantes. Apesar destes

fungos classificados como tolerantes aparentemente suportarem a toxicidade dos poluentes
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(fato evidenciado pelo seu crescimento), ndo apresentaram capacidade de modificar as
caracteristicas dos compostos nos meios de cultura utilizados, sugerindo que estes fungos ndo
sdo bons candidatos para uso como agentes degradadores de xenobioticos. A exposicao prévia
de uma comunidade microbiana aos poluentes estudados pode resultar no aumento de sua
capacidade degradativa por adaptacdo, com mudanca na producdo enzimaética,
desenvolvimento de vias metabélicas por meio de mudanga na leitura dos genes e/ou
enriquecimento seletivo de espécies capazes de degradar as substancias de interesse (Leahy &
Colwell, 1990). Assim, essa ferramenta pode ser utilizada para a adaptacdo das espécies
isoladas a degradacdo dos compostos utilizados. Ao final do processo de identificacdo foram
caracterizados 14 géneros e 28 espécies distintas de fungos com potencial de degradagdo de
poluentes (Tabela 3). Dentre os fungos obtidos, os géneros mais frequentes foram
Trichoderma, Meyerozyma, Fusarium e Pleurostoma. Com excecdo de Pleurostoma, todos 0s
géneros citados acima ja foram relatados como degradadores de corantes e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Solis ET AL., 2012 e Das & Chandran, 2010). Do total de fungos
obtidos, 67,3% foram identificados até o nivel de espécie, 23,5% até género e 9,2% ndo
puderam ser identificadas. Quatro isolados do género Fusarium (Figura 6a), 7 isolados de
Trichoderma (Figura 6b), 1 isolado de Penicillium (Figura 6c) e 1 Aspergillus (Figura 6d)
foram identificados apenas até género ja que as sequencias do gene ITS obtidas alinharam
com um grande numero de diferentes espécies do grupo. Assim as sequéncias das espécies
isoladas neste trabalho foram comparadas por analises filogenéticas com sequéncias das
espécies tipo ou de referéncia mais proximas apds processamento por meio do BLAST,
resultado evidenciado na figura 5. As arvores filogenéticas obtidas pela metodologia de
Neighbor-joining, Maximum Composite Likelihood, com bootstrap de 1.000 repeti¢cGes ndo
apresentaram valores de separacdo suficiente para classificar as espécies obtidas de madeira

em decomposicéao.
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Tabela 3. Identificacdo molecular dos fungos degradadores obtidos de biomas brasileiros.

N° de

. a . Fonte Sequéncia de referéncia BLAST mais proxima Identidade o ¢ [Espécie ou grupo taxondbmico
Bioma UFMGCB (GSFOCI:??‘?E)C Carbono® [NUmero de acesso GenBank] (%) N de bp proposto
6822 2,87 x 10° P Trichoderma spirale [HQ607881] 99 482 Trichoderma sp. 1
6880 7,11 x 10° P Trichoderma asperellum [JX677934] 100 513 Trichoderma sp. 7
6833 1,66 x 10° P Talaromyces amestolkiae [JX965247] 100 463  T.amestolkiae
RO16L11P 1,4 X 10* P Candida tropicalis [FJ986615] 99 469 Lodderomyces tropicalis
Ecotono 6823 7,08 x 10° P Hypocrea virens [FJ610299] 99 515 Hypocrea virens
Mata
Amazonica/ 6847 3,9 X 10° P Penicillium chrysogenum [JQ781835] 99 497 P. cf. chrysogenum.
Cerrado
RO20L1P 1,6 X 10° P Candida fukuyamaensis [U62311] 99 506 Meyerozyma carpophila
6838 1x10° P Trichoderma koningiopsis [JQ278015] 100 483  T. koningiopsis
6882 1x10° R Fusarium cf. solani [JN235233] 98 343 Fusarium cf. solani
6821 4 x 10° P Penicillium simplicissimum [AF203084] 98 488 P. cf. simplicissimum
6591 6,88 x 10° P Hypocrea lixii [HE608891] 99 525 Hypocrea lixii
6563 2,7 x 10* P Cosmospora vilior [JN541223] 98 487 C. cf. vilior
6578 1,5 x 10* P Trichoderma koningiopsis [FJ884183] 98 499  T. cf. koningiopsis
Ecdtono 6559 8x 10° P Penicillium adametzii [JN714929] 100 484  P. adametzii
Xt?;% ical 6581 9,47 x 10° P Hypocrea lixii [F1860766] 99 500  H. lixii
Cerrado 6549 3,2x10° A Fusarium solani [EU912432] 100 463  F.solani
6553 2, x 10° A Purpureocillium lilacinum [HQ842824] 100 430 P. lilacinum
6546 1x10° A Fusarium solani [AB551705] 100 418 F. solani
6597 6 x 107 P Hypocrea lixii [F1442646] 100 435  Hypocrea sp. 2

47



Continuacdo Tabela 3. Identificacdo molecular dos fungos degradadores obtidos de biomas brasileiros.

N° de A A P . L o
Bioma UEMGCR? isolados Fonte , Sequéncia C!e referéncia BLAST mais proxima Identidade NC de bp° Espécie ou grupo taxonémico
(UFC/mL)" Carbono [NUmero de acesso GenBank] (%) proposto
6570 5 x 10? P Hypocrea lixii [HQ857113] 98 246 Hypocrea sp. 3
Eﬂc;;ono 6596 1x 10% p Hypocrea lixii [FR848364] 08 519 H. cf. lixii
Atlantica/ 6588 1 x 10 P Hypocrea lixii [JX082390] 98 397 H. cf. lixii
Cerrado 6579 1x10° P Trichoderma spirale [HQ607881] 99 518  T.spirale
6632 10 R Hypocrea lixii [JQ040358] 100 490  H. lixii
6516 2,7x10° R Fusarium chlamydosporum [AY213655] 99 445 Fusarium sp. 1
CAA9LI9R 2,7 X10° R Candida fukuyamaensis [U62311] 99 449 Meyerozyma carpophila
CAA26L28R 2,18 X 10° R Candida xestobii [AM160626] 98 488 M.carpophila
6521 1,96 x 10° R Pleurostoma ootheca [HQ878590] 99 347 P. ootheca
6450 1,38 x 10° A Purpureocillium lilacinum [HQ842823] 99 311 P. lilacinum
6502 1,29 x 10° R Trichoderma koningiopsis [JX238474] 100 565  Trichodermasp. 5
CAA19L25P 8,8 x10° P Pseudozyma hubeiensis [DQ008953] 99 507 P. hubeiensis
6506 6,5 x 10* R Fusarium equiseti [JQ936153] 99 466 Fusarium sp.3
Caati . -
aatinga 6530 5,21 x 10° R Purpureocillium lilacinum [HQ842837] 99 490 P. lilacinum
6522 4,7 x 10* R Pleurostoma ootheca [AY725469] 98 474 P. ootheca
6498 3,4 x 10 R Hypocrea koningii [HQ607942] 99 582 Hypocrea sp. 4
6511° 29,39 x 10° R Fusarium cf. incarnatum [HM852057] 99 239 F. cf. incarnatum
CAA16L22P 28x10° P Pichia guilliermondii [FJ455111] 99 577 Meyerozyma guilliermondii
6496 2,59 x 10° R Gibberella moniliformis [JX511973] 99 445 Fusarium sp. 2
6538 2,38 x 10° R Fusarium chlamydosporum [AY213655] 100 523 F. chlamydosporum
6525 1,9 x 10* R Acremonium zeae [GQ167229] 95 553  A.zeae
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Conclusédo Tabela 3. Identificagdo molecular dos fungos degradadores obtidos de biomas brasileiros.

N° de A A . . - A
Bioma UEMGCR® isolados Fonte , Sequéncia Qe referéncia BLAST mais proxima Identidade NC de bp® Espécie ou grupo taxonémico
(UFC/mL)® Carbono [Ndmero de acesso GenBank] (%) proposto

6533 1,6 x 10 R Fusarium incarnatum [FN597588] 98 452 Fusarium sp. 4

6503 1,5 x 10* R Trichoderma koningiopsis [EU280141] 100 516  T. koningiopsis

6441 1,38 x 10* A Fusarium solani [JN232142] 99 498 F. solani

6532 1,16 x 10* R Fusarium incarnatum [FN597588] 99 465 F. incarnatum

6517 1,1 x 10* R Fusarium oxysporum [KC254035] 99 448 F. oxysporum
CAA27L30R 1x 10* P Pseudozyma hubeiensis [AB490161] 99 552 Pseudozyma sp.
CAA27L31R 7 x 10° R Sporisorium walkeri [JN367322] 98 571 Sporisorium sp.

6446 5,8 x 10° A Fusarium oxysporum [JN859461] 100 404 F. oxysporum

Caatinga 6518 2,5 x 10° R Fusarium oxysporum [HQ682197] 99 431 F. oxysporum

6536 2,2 x 10° R Penicillium chrysogenum [EF200101] 99 444 P. chrysogenum

6524 2 x 10° R Trichoderma pleurotum [HM142363] 99 469  Trichoderma sp. 6

6508" 1x10° R Fusarium oxysporum [JF740776] 99 218 F. oxysporum

6477 1x10° P Penicillium simplicissimum [FR670313] 99 494 P. simplicissimum

6537 7 x 10 R Aspergillus ustus [AY373878] 99 477  Aspergillus sp.

6468 6 x 10 A Purpureocillium lilacinum [FN598940] 100 304 P. lilacinum

6535 1 x 10 R Penicillium citrinum [GU944574] 99 454 P. citrinum

6470 1 x 10 P Exophiala oligosperma [DQ836797] 98 578 E. cf. oligosperma

6481 40 P Trichoderma longibrachiatum [HQ882796] 99 401 T. longibrachiatum

®UFMGCB = Colecdo de Micro-organismos e Células da UFMG, com identificacéo realizada por meio do BLASTn utilizando fragmentos da regido ITS1-5.8S-1TS2 do gene
do rRNA. "Micro-organismos com identificacéo realizada por BLASTn utilizando fragmentos do gene do Fator de elongacdo 1-(EF1-c). “Contagem das coldnias fingicas
isoladas em unidades formadoras de colonia (UFC) por mL. “Fontes de carbono utilizadas para o isolamento de cada espécie, sendo: A para o corante Astrazon, R para o

corante RBBR e P para petr6leo.® Ntimero de bases pareadas entre a sequéncia do isolado e a sequéncia com melhor alinhamento obtida por meio dp BLASTN.
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Trichoderma asperellum CBS 433.97 [AY380912]"
UFMGCB 6826
UFMGCB 6510
UFMGCB 6503
UFMGCB 6880
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UFMGCB 6565
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| Trichoderma spirale CBS 346.93 [AF399187]"

99 - Trichoderma tomentosum CBS 349.93 [AF399198]"

Mucor racemosus CBS 260.68 [AY?213659]"
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94| UFMGCB 6847
87| ' Penicillium chrysogenum CBS 306.48 [AY213669]"
UFMGCB 6536
%2 94! penicillium griseofulvum NRRL 2300 [AF033468]"
M UFMGCB 6477
96 ' Penicillium simplicissimum CBS 328.59 [GU981587]%
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88" Penicillium adametzii CBS 209.28 [IN714929]"
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Aspergillus parasiticus CBS 100926 [HM560044]"
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Aspergillus insuetus NRRL 279 [EF652457]%

UFMGCB 6538
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Aspergillus calidoustus NRRL 26162 [EF652452]%
Aspergillus ustus NRRL 275 [EF652455]"

Trametes versicolor CBS 292.33 [AF042324]%
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Figura 6. Arvores filogenéticas ilustrando a relagdo entre os isolados de fungos obtidos de madeira
coletadas em diferentes biomas brasileiros e sequéncias de espécies tipo ou de colegdes de referéncia
obtidas do GenBank. As sequéncias dos fungos Trametes versicolor (AF042324) e Mucor racemosus

(AY213659) foram utilizadas como grupo externo.
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Fungos Ascomycota representaram 95,6% do total dos isolados obtidos e apenas 4,4%
foram identificados como Basidiomycota. De acordo com Harms et al. (2011) a maior parte
dos fungos degradadores de poluentes pertencem ao filo Basidiomycota, seguido de
Ascomycota e em menor parte por fungos do subfilo Mucoromicotina (tradicional
Zygomycota). A obtencdo predominante de fungos Ascomycota presentes na madeira pode
estar relacionada a sua maior riqueza em madeira em decomposicdo (Mitchell & Zuccaro,
2006). De acordo com Osono (2007), nas fases iniciais da degradacdo de material vegetal
predominam fungos Ascomycota ligninoliticos.

Todos os géneros de fungos filamentosos encontrados nesse estudo fazem parte do
subfilo Pezizomycotina. De acordo com Koire & Cavalcanti (2011), os fungos Pezizomycotina
sdo descritos como degradadores de biomassa vegetal, capazes de liberar agucares que sdo
utilizados como fonte de energia e carbono para seu crescimento. Fungos Pezizomycotina
também sdo citados como degradadores de petroleo cru, corantes sintéticos, TNT, tolueno,
diesel, pesticidas, hidrocarbonetos policiclico aromaticos, fragancias, dentre outros (Harms
ET AL., 2011).

De acordo com Mcmullan et al. (2001), os fungos do filo Basidiomycota produzem
uma maior quantidade das enzimas presentes no sistema enzimatico inespecifico ativado
durante a degradacdo da lignina. Por isso, fungos que ndo fazem parte desse complexo tém
sido pouco estudados em processos de bioremediacdo (Junghanns ET AL., 2008). Desta
forma, a caracterizacdo de diferentes espécies de Ascomycota com potencial para degradacédo
de poluentes reforca a importancia de aprofundar os conhecimentos sobre a participacdo
destes fungos na degradacdo de matéria vegetal nos ecossistemas tropicais e para degradacao
de poluentes aromaticos.

Neste trabalho o género encontrado com mais frequéncia foi Trichoderma. Espécies de
Trichoderma possuem alta taxa de sucesso como colonizadores de seus habitats
(predominantemente substratos celuldsicos), o que ocorre tanto por sua eficiéncia na
utilizacdo do substrato disponivel no meio, quanto por sua capacidade de secretar diferentes
enzimas (Schuster & Schmoll, 2010). Trichoderma harzianum foi identificado com maior
frequéncia neste estudo (16 isolados), espécie que de acordo com Smith (1995) € capaz de
degradar xenobidticos aromaticos por vias oxidativas.

O género Fusarium também foi obtido de diferentes amostras de madeira dos Biomas
Caatinga, ecotono Cerrado/Mata atlantica e ecétono Cerrado/Mata amazonica. Espécies de
Fusarium sdo saprébios, comumente associadas com as raizes de plantas e restos da rizosfera

e material organico, tendo sua sobrevivéncia associada a decomposic¢éo e utilizagdo de uma
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série substratos e tolerancia a condicGes de alta salinidade e temperatura, além de baixa
disponibilidade de agua (Mandeel, 2006). Apesar de apresentar menor capacidade de
degradacdo quando comparada a fungos Basidiomycota (como, por exemplo, Phanerochaete
chrysosporium), a importancia das espécies de Fusarium reside na sua ubiquidade e
capacidade competitiva em diferentes ambientes, o que pode facilitar seu estabelecimento e
degradacgdo natural de xenobidticos (Smith, 1995). O taxon desse género mais frequente foi
identificado como Fusarium sp. UFMGCB 6516, o qual apresentou sequéncia proxima (99%
de identidade) as espécies F. chlamydosporum (AY?213655), F. equiseti (JF773657) e F.
oxysporum (JQ736646). Para Fusarium sp. UFMGCB 6516 foi realizado o sequenciamento
do gene do fator de elongacgédo 1-a., cujo resultado também ndo foi conclusivo. Desta forma,
sequenciamento da regido de p-tubulina e a analise das caracteristicas macro e
micromorfoldgicas das estruturas reprodutivas serdo necessarios para permitir a identificacéo
desse tdxon até o nivel taxonémico de espécie.

Quanto as leveduras, a espécie mais frequente obtida das amostras de madeira foi
Meyerozyma carpophila (que anteriormente era parte do género Candida). Esta levedura faz
parte do subfilo Saccharomycotina, que inclui espécies degradadores de n-alcanos, n-
alkibenzenos, petroleo cru, anticoncepcionais, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e TNT
(HARMS et al., 2011). Além disso, espécies desse género ja foram descritas como produtoras
de surfactantes e enzimas extracelulares P450, as quais sdo importantes no processo de
degradacdo de moléculas aromaticas (Das & Chandran, 2010). Meyerozyma carpophila ja foi
relatada quanto sua capacidade de catabolizar os pesticidas aromaticos recalcitrantes
Metolachlor e cloroacetanilidas e utilizd-lo como Unica fonte de carbono (Munoz ET Al.,
2011), indicando sua habilidade em degradar outras moléculas com as mesmas caracteristicas

poluentes.

5.2. Diversidade de fungos potenciais degradadores

O ecétono Cerrado/Mata Amazonica apresentou a menor abundancia de espécies com
12,8% do total de espécies obtidas (Tabela 4). O género que apresentou a maior abundancia
de espécies foi Trichoderma, com 90% do total de todos os fungos obtidos. A espécie isolada
com maior frequéncia foi identificada como Trichoderma sp., sendo que sua sequéncia de ITS
alinhou com sequéncias de Trichoderma spirale (HQ607881) e Hypocrea lixii (FJ884155),
com 99% de identidade e apenas 4 bases diferentes. As outras espécies mais frequentes foram

Talaromyces amestolkiae (4,5%) e Lodderomyces tropicalis (3,8%). As espécies T.
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amestolkiae e H. virens ocorreram exclusivamente no bioma Mata amazonica/Cerrado
(Tabela 4). Ja o ecotono Mata Atlantica/Cerrado abrigou 26,3% de todas as espécies obtidas,
sendo o segundo bioma em abundéncia de espécies de fungos. Trichoderma também foi o
género mais frequente nesse ambiente de transicdo entre biomas Mata Atlantica/Cerrado,
representando 94,5% do total de fungos obtidos, sendo que a espécie H. lixii foi a mais
frequente (92,3%). A espécie Cosmospora vilior foi a segunda mais abundante, representando
3,6% de toda a populacdo desse bioma. Penicillium adametzii, Hypocrea lixii, Trichoderma
spirale e Cosmospora vilior foram as espécies encontradas exclusivamente no bioma Cerrado/
Mata Atlantica (Tabela 4).

O bioma Caatinga foi o que apresentou a maior abundancia de espécies com potencial
de metabolizacdo dos corantes e petrdleo, correspondendo a 60,9% de todas as espécies
obtidas nesse trabalho (Tabela 4). Os géneros Meyerozyma e Fusarium foram os mais
frequentes correspondendo, respectivamente, a 28,1 e 21,7% do total de fungos obtidos no
bioma Caatinga. Os tdxons mais frequentes foram Meyerozyma carpophila, Fusarium sp. e
Pleurostoma ootheca, com 60,9% do total de fungos obtidos (Tabela 6). A presenca
consideravelmente maior de fungos do género Fusarium na Caatinga, quando comparado aos
outros biomas, pode ser justificada pela sua capacidade de resistir a longos periodos de seca
(Mandeel, 2006). Outra caracteristica relevante é a capacidade que espécies de Fusarium
apresentarem-se metabolicamente ativos mesmo em baixos niveis de agua e fontes de carbono
(Mandell, 2006). O maior nimero de espécies ocorreu exclusivamente na Caatinga (Tabela 4).
Os taxons Trichoderma sp., Trichoderma koningiopsis e Fusarium solani foram os Gnicos
encontradas em todos os biomas, o que pode ser justificado pelo fato dessas espécies serem
cosmopolitas. Entretanto, é importante ressaltar que esses resultados podem ser consequéncia
da escolha do tipo de isolamento por enriquecimento, o qual pode ndo representar uma

auséncia total dessas espécies nos outros biomas amostrados.
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Tabela 4. Frequéncias das espécies isoladas nos diferentes biomas a partir de meio contendo Astrazon,
Remazol Brilhante azul R e Petréleo como Unica fonte de carbono. O valor da porcentagem de cada

espécie para cada bioma foi construido a partir do contagem de UFC/mL obtida no isolamento.

Abundancia em porcentagem dos fungos por bioma

Téxon Cerrado/Mata Cerrado{Mata Caatinga Total de
Amazonica® Atlantica” isolados
Trichoderma sp. 87,87 0,15 9,5 17,1
Hypocrea virens 19 - - 0,25
Hypocrea lixii - 92,3 - 24,3
Trichoderma cf. koningiopsis 0,03 2 0,9 1
Trichoderma spirale - 0,02 - 0,003
Trichoderma longibrachiatum - - 0,004 0,002
Talaromyces amestolkiae 4,5 - - 0,6
Penicillium adametzii - 1,07 - 0,3
Penicillium chrysogenum 1,1 - 0,12 0,2
Penicillium simplicissimum 0,17 - 0,07 0,05
Penicillium citrinum - - 0,007 0,004
Lodderomyces tropicalis 3,8 - - 0,5
Meyerozyma carpophila 0,4 - 28,14 17,2
Meyerozyma guilliermondii - - 1,6 1
Fusarium solani 0,3 0,56 0,8 0,7
Fusarium sp. - - 21,8 13,2
Fusarium cf. incarnatum - - 2,34 15
Fusarium chlamydosporum - - 1,4 0,8
Fusarium oxysporum - - 1,2 0,7
Pseudozyma hubeiensis - - 51 3,1
Pseudozyma sp. - - 0,6 0,35
Sporisorium sp. - - 0,4 0,25
Pleurostoma ootheca - - 14,0 8,5
Acremonium zeae - - 11 0,67
Aspergillus sp. - - 0,04 0,02
Exophiala cf. oligosperma - - 0,006 0,004
Cosmospora cf. vilior - 3,6 - 0,9
Purpureocillium lilacinum - 0,3 11 6,8

*Regido ecotonal entre Cerrado/Mata Atlantica; "Regi&o ecotonal entre Cerrado/Mata Amazonica.
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Segundo estudo de Smith et al. (1997), a0 comparar caracteristicas morfologicas e
genéticas de populacdes presentes na regido central e regido de transicdo entre biomas, é
possivel encontrar uma diversidade fenotipica entre essas popula¢des, com o aparecimento de
caracteristicas unicas em regides ecotonais. Drenovsky et al. (2010) concluiram que éareas
com caracteristicas ambientais semelhantes apresentavam populacdes microbianas
semelhantes, independente da sua localizacdo geografica. Assim, apesar das regifes de
transicdo entre Cerrado/Mata Amazonica e Cerrado/Mata atlantica serem geograficamente
distantes, o fato de compartilharem caracteristica do bioma Cerrado pode ter determinado
tanto a baixa abundancia de espécies quanto a predominancia de fungos do género
Trichoderma.

Alguns estudos sugerem que a composi¢do da comunidade de micro-organismos varia em
termos espaciais (ex. regides e continentes) pela heterogeneidade ambiental, por meio da acédo
de fatores como caracteristica dos solos, climas, composicdo da comunidade de plantas,
disponibilidade de carbono, entre outras (Fierer & Jackson, 2006; Martiny ET AL., 2006). A
Caatinga é o bioma que apresenta caracteristicas mais diferentes quando comparada aos
outros dois biomas de transicdo, devido a baixa disponibilidade de agua e de matéria organica
(Almeida et al., 2011). De acordo com Collins et al. (2008), em ambientes aridos, tal como a
Caatinga, os fungos seriam 0s principais responsaveis pela decomposicao e transformacéo de
carbono e nitrogénio por meio da decomposicéo das plantas, sendo que a populacéo de fungos
supera em numero a de bactérias. Além disso, a dosagem da atividade das enzimas
responsaveis pela decomposicédo da lignina produzida por fungos obtidos em ambientes aridos
excedem a atividade dessas enzimas produzidas por fungos isolados de ambientes Umidos
(Stursova & Sinsabaugh, 2008). Como os ambientes de ecétono apresentam maior umidade
gue a Caatinga e as enzimas responsaveis pela quebra da molécula de lignina sdo relatadas
também como as principais responsaveis pela degradacdo de petroleo e de corantes téxteis, €
possivel sugerir que o maior nimero de espécies com potencial degradador isoladas na
Caatinga pode ser devido a diferencas na producédo de enzimas.

Neste trabalho, a diversidade da comunidade microbiana foi avaliada pelos indices de
Fischer-a, Margalef e Simpson (Tabela 5). Os valores de Margalef tém como objetivo indicar
a riqueza de espécie presente nos biomas estudados. A Caatinga foi 0 bioma com o0s mais
altos valores de Margalef, seguido pelo ecotono Cerrado/Mata Amazoénica. O ecotono
Cerrado/Mata Atlantica apresentou o menor valor de Margalef. A Caatinga apresentou o
maior valor de Simpson quanto comparada com o0s biomas ecotonais. Ja entre os ambientes de

transicdo, o valor de Simpson para o ecétono Cerrado/Mata Amazénica foi maior em
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comparacdo com o ecotono Cerrado/Mata Atlantica indicando uma maior diversidade de
espécies presentes no bioma Cerrado/Mata Amazonica. O maior valor de Fischer foi
encontrado no bioma Caatinga, seguido pelo Cerrado/Mata Amazénica e ecétono Mata
Atlantica/Cerrado, 0 que sugere que a comunidade presente na Caatinga apresenta diversidade
maior de espécies quanto comparada com os ambientes ecotonais. Os valores de Fischer-a
foram confirm o que foi demonstrado pelos valores de abundéncia e frequéncia das espécies.
A proximidade entre os valores de Fischer-a obtidos para os ecotonos tambem corrobora a
tendéncia encontra pela analise de abundancia e frequéncia das espécies obtidas das amostras
de madeira em decomposicdo, indicando que as caracteristicas do Cerrado entre 0s
ecossistemas ecotonais pode ter sido um importante fator na determinacdo da diversidade da
comunidade de fungos encontrada.

Tabela 5. indices de diversidade das comunidades de fungos degradadores presentes nos biomas

amostrados.
Biomas amostrados

Eco6tono Cerrado/ Ecotono Cerrado/ )
Indices . o Caatinga

Mata Amazbnica Mata Atlantica
Simpson 0,78 (0,8/0,92)* 0,55 (0,8254/0,9231) 0,91 (0,8637/0,9306)
Fischer-a 6,29 (4,942/27,26) 3,95 (5,946/21,33) 14,24 (6,644/14,24)
Margalef 2,67 (2,337/4,673) 2,15 (2,762/4,911) 5,17 (3,358/5,166)

*0Os nUmeros entre parénteses representam os menores e maiores valores de diversidade, respectivamente. Os
resultados foram obtidos com um intervalo de confianca de 95% e os valores de bootstrap foram calculados a
partir de 1.000 repeticdes.

Ndo foram encontrados estudos comparando biomas semiaridos ou de savana com
ambientes ecotonais. Porém, Nascimento et al. (2012) demostraram que fungos isolados de
amostras do Cerrado apresentaram indices de riqueza e diversidade semelhantes em dois
diferentes locais amostrados, indicando que as caracteristicas do bioma, tais como tipo e pH
do solo, vegetacdo encontrada e disponibilidade de nutrientes sdo importantes na

determinacéo na diversidade e riqueza da comunidade microbiana.
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5.3. Degradacéo

Todos 482 isolados fungicos obtidos no isolamento foram avaliados quanto a capacidade
de crescer e metabolizar os corantes RBBR e Astrazon, e o petroleo contendo o indicador
DCPIP (Tabela 6). Apesar de a maior numero de fungos terem sido obtidos utilizando
petréleo com Unica fonte de carbono, esse foi o poluente que permitiu 0 menor crescimento
em biomassa fangica. A principal variavel que definiu a diferenca no crescimento dos
compostos pode ter sido a sensibilidade dos fungos aos efeitos toxicos dos poluentes. O
petréleo é considerado o composto mais toxico dentre os avaliados, devido a sua capacidade
de persistir no meio ambiente e por sua composi¢do quimica varidvel, contendo diversas
moléculas que, além de serem toxicas aos seres vivos, sdo soliveis em meio aquoso, tornado-
se parte da cadeia alimentar (Bento, 2005). Algumas espécies de fungos sdo capazes de
crescer e utilizar apenas alguns compostos presentes em petréleo, o que afeta sua capacidade
de crescer no Oleo bruto (Prenafeta-Boldu, 2006). Dessa forma, tanto a variedade de
moléculas presentes no petréleo bruto quanto sua toxicidade podem ter interferido no
crescimento dos fungos obtidos. Apesar disso, a descoloracdo do indicador DCPIP ocorreu
dentro dos tempos avaliados, sugerindo que a limitacdo do crescimento pode néo ter sido
determinante para a limitagdo da reacédo de oxirredugéo.

Fungos saprofiticos, como os obtidos neste trabalho sdo expostos a uma alta variagdo de
condicGes ambientes, especialmente disponibilidade de dgua, temperatura, pH e a presenca de
gases gque impactam na sua habilidade de crescimento, de colonizar diferentes matrizes e
produzir as enzimas necessarias para decomposi¢do (Magan,2008). Esses fatores podem ter
atuado sobre a ecofisiologia dos isolados fingicos, no ambiente, previamente a amostragem, o
que pode ter causado as respostas diferentes de espécies do mesmo tdxons sobre 0s compostos

testados.
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Tabela 6. Resultado da triagem feita para os todos os fungos obtidos, mostrando a relacdo entre nimero de isolados, a velocidade média de descoloracdo nos

meios testados e a capacidade de crescimento dos fungos tendo RBBR, Astrazon e Petrdleo + 2,6-dicholorofenolindofenol como Unica fonte de crescimento.

Substrato utilizado como Unica fonte de carbono

Petroleo acrescido do indicador 2,6-
RBBR?* Astrazon ] )
. dicholorofenolindofenol
Bioma _ i _ i _ _ i
N° de Descoloragdo ~ Biomassa N° de Descoloragédo Biomassa Nimero de Descoloracdo Biomassa
isolados (dias)" (mg)® isolados (dias)" (mg)® isolados (dias)" (mg)®
Caatinga 63 15 91,7+24 35 30 105,76 + 20 40 15 68,8 +2,4
Cerrado/Mata
o 52 30 88+ 144 25 30 103,2 + 36,6 60 15 70,3+ 3
Atlantica
Cerrado/Mata 79,23 +
. 99 15 87,3+62,3 67 - 70+134 41 30
Amazonica® 45,6

*RBBR = Remazol Azul Brilhante R; °regido ecotonal entre Cerrado e Mata Atlantica; ‘regido ecotonal entre Cerrado e Mata Amazonica; “NtUmero de dias necessarios para
descolorir os respectivos substratos presentes nos meios de crescimento. O valor indicado representa a quantidade de dias necessaria para que pelo menos 80% dos fungos

testados causasse a descoloracdo dos meios, podendo haver variagdo entre os isolados testados. *Média da biomassa seca em mg obtida.
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5.1.1. Fungos com potencial para degradacéo de corantes

Dos 127 isolados fungicos obtidos utilizando Astrazon como Unica fonte de carbono,
apenas 13 apresentaram capacidade de descolori-lo. Para esses fungos selecionados foram
obtidas curvas de crescimentos avaliando aumento da biomassa em relacdo a concentracédo
dos corantes durante 45 dias. Ndo houve um padréo de degradacgdo para os corantes, sendo
que a utilizagdo e o crescimento tiveram ampla variagdo entre espécies, como apresentado na
Tabela 7.

Além disso, também foi possivel identificar que diferentes isolados da mesma espécie
apresentaram diferencgas de crescimento e potencial de degradacdo quando testados, sob as
mesmas condi¢cdes. A espécie com maior numero de isolados selecionados na triagem foi
Purpureocillium lilacinum (5 isolados). Para essa espécie, tanto a concentracdo de corante
descolorido no meio, quanto a biomassa flngica e o tempo em que o fungo apresentou maior
atividade variaram entre esses isolados, independente do ecossistema no qual estes foram
selecionados. O mesmo ocorreu para os isolados de Fusarium solani e F. oxysporum. Apesar
disso, todos os fungos avaliados demostraram capacidade semelhante de descoloracdo do
corante Astrazon, com uma taxa de descoloracdo limitada a um maximo de 0,013 mg,
independente da espécie. Isso indica que, mesmo que a capacidade de descolorir o corante
seja condicionada por multiplos fatores, as caracteristicas moleculares do corante podem ter
sido determinantes nesse processo. Ja foi relatado que a presenca do corante induz a producgéo
das enzimas necessarias para o sua degradacdo é que sdo as caracteristicas moleculares do
corante que determinam de que forma o corante sera quebrado e qual o grau de dificuldade
para que essa reacdo aconteca (Solis ET AL., 2012). Assim, o isolamento e crescimento do
fungo na presenca do corante utilizado como modelo nesse estudo pode ter induzido, nos
diferentes fungos obtidos, a producdo das enzimas necessarias a quebra da molécula de
Astrazon. Apesar disso, Stolz (2001) relatou que, para Phanerochaete chrysosporium e
Penicillium sp., a producgdo de exoenzimas degradadoras de lignina estava diretamente ligada
a capacidade desses fungos de degradar corantes azo, ndo existindo correlacdo aparente entre
a estrutura da molécula de corante e sua capacidade de degrada-la. Assim podemos sugerir
que existam, provavelmente, mais de um tipo de enzimas envolvidas no processo de
degradacdo dos corantes azolicos, sendo que algumas podem ter atuacdo especifica sobre a

molécula enquanto outras apresentam uma atuacdo mais ampla.
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Tabela 7. Valores de biomassa seca e concentragdo de corante descolorida pelos fungos isolados do meio com Astrazon considerados como potenciais

degradadores®.

Espécie® Bioma Biomassaseca  Concentracéo de corante
(mg)/dia descolorido(mg/L)/dia

Fusarium cf. incarnatum UFMGCB 6465 Caatinga 1,56+0,15 -0,2+0,02

Fusarium oxysporum UFMGCB 6446 Caatinga 5,04+0,15 -0,4+0,09

F. oxysporum UFMGCB 6451 Caatinga 0,580,085 0,55%0,13

Fusarium solani UFMGCB 6441 Caatinga 5,60+0,15 0,15+0,06

Fusarium sp. UFMGCB 6444 Caatinga 5,01+0,13 -0,4+0,07

Purpureocillium lilacinum UFMGCB 6450 Caatinga 2,82+0,39 0,2+0,01

P. lilacinum UFMGCB 6452 Caatinga 1,49+0,17 -0,1+0,01

P. lilacinum UFMGCB 6466 Caatinga 1,47+0,12 -0,1+0,02

P. lilacinum UFMGCB 6468 Caatinga 0,85+0,05 -0,1+0,01

Espécie ndo identificada UFMGCB 6539 Caatinga 8,2310,64 -0,3+0,02

Fusarium solani UFMGCB 6546 Ecdtono Mata Atlantica/Cerrado 0,89+0,14 0,000+£0,02

F. solani UFMGCB 6549 Ecdtono Mata Atlantica/Cerrado 0,58+0,085 0,5+0,01

Purpureocillium lilacinum UFMGCB 6553 Eco6tono Mata Atlantica/ Cerrado 2,20+0,36 -0,2+0,01

%0s Fatores biomassa seca (mg) e concentracdo do corante descolorido foram considerados a partir da média calculada para o total de 45 dias do experimento, servindo
como base para selecéo dos fungos com melhor capacidade de descolorir Astrazon. "Espécies isoladas em astrazon e selecionadas em triagem anterior com o nome da

espécies e seu nimero de identificacdo na Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGCB).
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A molécula de corante Astrazon € altamente estavel e de dificil degradacao (Stolz, 2001).
Dos 13 isolados avaliados, todos apresentaram baixos indices de descoloracdo. Destes, 2
fungos se destacaram apresentando indices de descoloragdo total, obtido a partir da soma dos
valores apresentados durante os 45 dias, de 16,1 mg/L (Fusarium oxysporum) e 5,7 mg/L
(Purpureocillium lilacinum) (Figura 7). De acordo com nosso conhecimento ndo foram
encontrados relatos de fungos capazes de degradar o corante Astrazon, sendo esses 0sS
primeiros indices de descoloracdo relatados. O fungo F. oxysporum (Figura 7a) teve um
pequeno crescimento durante o experimento apresentando uma queda da biomassa seca entre
os dis 30 e 45, provavelmente fruto da autdlise das hifas velhas devido ao longo tempo de
cultura (Pollack ET AL., 2009). Este mesmo fungo apresentou dois picos de descoloragéo do
astrazon nos dias 3° e 15° do experimento, coincidindo com periodos de crescimento da
biomassa (6,7 e 8,9 mg, respectivamente). Esta correlacdo positiva entre crescimento da
biomassa fungica e taxas de degradacéo in vivo ja foi demonstrada em trabalho de Novotny
ET AL., 2004; indicando a adaptacdo prévia dos fungos a ambientes contaminados por
poluentes é determinante para a producdo de enzimas degradativas.

O isolado de P. lilacinum UFMGCB 6450 (Figura 7b) apresentou o maior pico de
crescimento (68 mg) também no 3° dia com queda no 7° dia. Apds esse periodo o fungo
obteve uma taxa um pouco menor de crescimento com picos nos dias 15° (26,5 mg) e 30°
(23,5 mg) e queda no 45° dia. Apesar do pico de crescimento no 3° dia, o fungo quase néo
descoloriu o corante presente no meio, indicando uma possivel adaptacdo do fungo a
toxicidade do meio de cultura sem, porém, a producdo suficiente de enzimas degradadoras
que causassem a descoloracgdo. Este fungo atingiu o pico de degradacdo no 15° dia com queda
no 30° dia. Um pequeno pico de descoloragdo ocorreu no 45° dia, nos dois fungos testados.
Esse pico pode ter sido causado devido a autolise das hifas, resultando na liberacdo das
enzimas intracelulares degraadoras no meio (Chang ET AL., 2012).

De acordo com Novotny et al. (2004), fungos que apresentam baixo crescimento micelial
geralmente tém um baixo desempenho na degradacdo dos compostos aromaticos. No caso do
isolado F. oxysporum UFMGCB 6451, a baixa taxa de crescimento apresentada, parece ndo
ter influenciado na sua capacidade de descolorir o corante Astrazon. Isto porque, dentre 0s
fungos avaliados, esse isolado apresentou a maior reducdo da concentracdo de cor de
Astrazon no meio de cultura. Esse fato sugere que este fungo € um bom candidato para uso
em processos de bioremediacéo, ja que as condi¢Oes adversas ndo afetaram sua capacidade de

transformar o corante estudado.
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Figura 7. Graficos de crescimento e degradacdo dos fungos filamentosos em meio contendo o corante azélico Astrazon como Unica fonte de carbono. Todas

as leituras séo resultado da média dos valores em triplicata, corrigido a partir dos testes controle. A- Gréafico obtido para Fusarium oxysporum UFMG 6451;

B- Gréfico obtido para Purpureocillium lilacinum UFMG 6450.
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O corante RBBR apresentou nimero maior de fungos (35) capazes de descolori-lo na
triagem. Para esses fungos selecionados como potenciais degradadores foram construidas
curvas de crescimentos nos mesmos moldes das construidas para avaliar a descoloracdo de
Astrazon, onde foram avaliados o variagcdo da biomassa seca em conjunto com a concentragdo
dos corantes durante 45 dias (Tabela 8).

Os isolados avaliados para a descoloragdo de RBBR, assim como para os fungos capazes
de descolorir o Astrazon, também ndo apresentaram um padrdo de degradacdo entre as
diferentes espécies e isolados. O tipo de bioma também nédo serviu como determinante quanto
a capacidade de degradacdo dos fungos testados para esse corante. Porém, ao compararmos 0S
isolados testados quanto a descoloragdo de RBBR e Astrazon percebemos que este ultimo
apresentou valores muito menores de descoloracdo. A maior parte dos fungos crescidos em
RBBR descoloriu esse corante na faixa de 100 a 250 mg/L, diferente da média dos fungos
avaliados quanto a descoloracdo de Astrazon (que variou entre 8 a 40 mg/L). Isto pode ter
ocorrido devido as caracteristicas dos corantes tais como tipo de estrutura (simples como
RBBR) e peso molecular quando com comparados com moléculas que apresentam alto indice
de substituicdo (como o Astrazon) em sua estrutura quimica e alto peso molecular (Arora ET
AL., 2011). Além disso, o0 RBBR é utilizado como molécula modelo para isolamento de
espécies degradadoras de poluente aromaticos por selecionar fungos produtores de enzimas
envolvidas na quebra da lignina (Machado & Matheus, 2006) o que poderia também justificar

a obtencdo de um maior nimero de isolados.
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Tabela 8. Valores de biomassa seca e da concentracdo de corante descolorida pelos fungos isolados em Remazol Brilhante Azul R que foram

considerados como potenciais degradadores®.

Biomassa seca

Concentracéo de corante

Espécie® Bioma

(mg)/dia° descolorido(mg/L)/dia"
Acremonium zeae UFMGCB 6525 Caatinga 25,4+27 200+30
Aspergillus sp. UFMGCB 6537 Caatinga 6,03t£1,5 27+3,5
Fusarium chlamydosporum UFMGCB 6538 Caatinga 2,38+0,38 11+0,9
Fusarium incarnatum UFMGCB 6512 Caatinga 8,87+1,44 23+3,8
F. incarnatum UFMGCB 6532 Caatinga 57t1,4 100+10
Fusarium oxysporum UFMGCB 6507 Caatinga 3,17+0,5 6+0,8
F. oxysporum UFMGCB 6508 Caatinga 7,52+0,79 7+0,4
Fusarium oxysporum UFMGCB 6517 Caatinga 3,23+0,44 3+0,4
Fusarium oxysporum UFMGCB 6518 Caatinga 3,71+0,46 -3+15
Fusarium sp. UFMGCB 6496 Caatinga 2,65+0,51 14+1
Fusarium sp. UFMGCB 6506 Caatinga 2,44+0,35 13+1,2
Fusarium sp. UFMGCB 6516 Caatinga 6,92+0,61 4+1
Fusarium sp. UFMGCB 6519 Caatinga 1,97+0,36 -2+0,8
Fusarium sp. UFMGCB 6533 Caatinga 5,65+1,39 4,9+0,7
Hypocrea sp. UFMGCB 6498 Caatinga 8,7+0,64 3413
Meyerozyma carpophila UFMGCB CAA26L28R Caatinga 0,035+ 0,02 11,670+4,25
M. carpophila UFMGCB CAA9L19R Caatinga -0,04+0,03 12,93+ 4,05
Meyerozyma guilliermondii UFMGCB CAA16L22P Caatinga -0,05+ 0,03 12,24+ 4,35
Penicillium chrysogenum UFMGCB 6536 Caatinga 3,28+0,45 12+1,5
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Conclusdo Tabela 8. Valores de biomassa seca e da concentracdo de corante descolorida pelos fungos isolados em Remazol Brilhante Azul R que

foram considerados como potenciais degradadores desse corante na triagem?®.

Biomassa seca Concentracéo de corante

Espécie® Bioma

(mg)/dia descolorido/dia
Penicillium citrinum UFMGCB 6535 Caatinga 4,28+0,56 13+1,4
Pleurostoma ootheca UFMGCB 6521 Caatinga 2,02+0,39 -1+0,7
Pleurostoma ootheca UFMGCB 6522 Caatinga 2,54+0,37 7+0,9
Pseudozyma sp. UFMGCB CAA27L30R Caatinga -0,06+0,028 12,7+3,47
Purpureocillium lilacinum UFMGCB 6530 Caatinga 2,23+0,54 17+1
Sporisorium sp. UFMGCB CAA27L31R Caatinga -0,07+0,01 13,4+1,19
Trichoderma sp. UFMGCB 6502 Caatinga 3,10+0,33 2,1+0,5
Trichoderma sp. UFMGCB 6510 Caatinga 7,37+1,92 29+3,4
Trichoderma sp. UFMGCB 6524 Caatinga -3,9+2 70+3
Trichoderma sp. UFMGCB 6526 Caatinga 2,82+0,366 4,5+1,2
Espécie ndo identificada UFMGCB 6500 Caatinga 4,96+0,52 9+1
Hypocrea lixii UFMGCB 6632 Ecétono Cerrado/Mata Atlantica 5,98+0,83 28+3,4
Fusarium cf. solani UFMGCB 6882 Eco6tono Cerrado/Mata Amazonica 8,1+0,66 44+2
Hypocrea virens UFMGCB 6869 Ecétono Cerrado/Mata Amazonica 3,74+0,82 -3+1,7
Meyerozyma carpophila UFMGCB RO20L1P Ecotono Cerrado/Mata Amazonica -0,022+0,044 12,57+ 4,34
Trichoderma sp. UFMGCB 6880 Ecétono Cerrado/Mata Amazonica 7,44+1.12 1,3+0,6

®0s Fatores biomassa seca (mg) e concentragdo do corante descolorido foram considerados a partir da média calculada para o total de dias do experimento, servindo
como base para selecdo dos fungos com melhor capacidade de descolorir RBBR. "Espécies isoladas em RBBR e selecionadas em triagem anterior com o nome da

espécies e seu nimero de identificagdo na Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGCB).
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Dos 35 fungos avaliados quanto a capacidade de crescer e descolorir 0 RBBR, 4 fungos
filamentosos (2 isolados da espécie Trichoderma sp., 1 Hypocrea lixii e 1 Fusarium cf.
solani) apresentaram as maiores taxa de descoloracdo do corante dentre os avaliados (Figura
8). A concentracéo residual do corante nos meios depois dos 45 dias de experimento variaram
de 47,4 mg/L até 182,7 mg/L para esses fungos. Os dois isolados de Trichoderma (Figuras 8a,
b) apresentaram pico de degradacgdo no 7° dia e pico de crescimento no 30° dia. A partir desse
periodo, tanto a descoloracdo quanto a biomassa fungica decairam até o fim do experimento
no 45° dia. Esse crescimento tardio contradiz os estudos que caracterizam fungos desse
género como de rapido crescimento (Schuster & Schmoll, 2010), indicando que o corante
pode ter um efeito prejudicial sobre o metabolismo desses fungos. A semelhanca nas curvas
de descoloracdo indica que ambos os isolados de fungos do género Trichoderma podem
utilizar o RBBR de forma semelhante. Esse fato é ainda reforcado pela curva de descoloracéo
do isolado de Hypocrea lixxi (Figura 8c), cujo padréo apresentado se aproxima ao das outras
espécies de Trichoderma, exibindo um pico de degradacao que se inicia no 3° dia e se mantem
estavel até o 15° dia, porém atingindo seu pico no 7° dia. A diferenca entre essas curvas é
maior para a biomassa ja que essa espécie apresentou um padrdo diferente de crescimento,
com picos no 7° e 30° dias.

O isolado Fusarium cf. solani UFMGCB 6882 apresentou curva de descoloracdo com
pico no 15° dia com queda nesse valor até o fim do experimento (Figura 8d). Esse isolado
apresentou ainda um ciclo de crescimento constante, com picos de biomassa nos dias 7° e 30°,
porém sem demonstrar queda de biomassa que indique morte do fungo. De acordo com
Harms et al. (2011), a capacidade de um fungo em crescer constantemente na presencga de
poluentes é uma caracteristica importante para espécies em processos de bioremediacéo.

Osma et al. (2010) utilizando lacase imobilizada obteve uma reducdo de 44% do corante
RBBR em 42 horas, com descoloracao total do meio de cultura em 95 horas. Neste estudo,
utilizando fungos in vivo, observamos uma reducdo de 108,7; 84,1; 90,6 e 90%,
respectivamente, para Figura 8 a,b,c,d em 7 dias, porém estes valores ndo se mantiveram
durante todo o experimento. Esse fendmeno indica que uma parte da descoloracdo pode ter
ocorrido por adsor¢do das moléculas dos corantes as células fungicas, efeito ja evidenciado
em outros trabalhos com espécies de Fusarium e Trichoderma na presenca de corantes (Solis
ET AL., 2012).
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Figura 8. Gréficos de crescimento e degradacdo dos fungos filamentosos em meio contendo o corante antraquindénico RBBR como Unica fonte de carbono.

Todas as leituras sdo resultado da média dos valores em triplicata, corrigidos a partir dos testes controle. a- Grafico obtido para Hypocrea sp. 4 UFMGCB
6498; b- Grafico obtido para Trichoderma sp. 5 UFMGCB 6510 ; c- Gréafico obtido para Hypocrea lixii UFMGCB 6632; d- Grafico obtido para Fusarium cf.

solani UFMGCB 6882.
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Seis leveduras foram capazes de crescer e descolorir RBBR. Para esses isolados, testamos
também a capacidade de crescimento em meio rico (agar extrato de malte-extrato de levedura)
e a capacidade de reduzir a cor o RBBR na presenca de 1% de glicose. De acordo com
Prenafeta-Boldu et al. (2006), como os poluentes aromaticos sdo de dificil degradacdo, a
presenca de glicose pode promover maior crescimento fingico bem como maior producéo de
enzimas que favoreceriam a degradacdo dos xenobioticos presentes. Todas as leveduras
obtidas apresentaram capacidade de reduzir a cor do corante RBBR em presenca de glicose,
porém em quantidade inferior ao dos testes tendo apenas com o corante como fonte de
carbono. Quatro isolados se destacaram por seu poder de descolorir 0 corante em meio sem
glicose. Duas leveduras isoladas do meio com petr6leo apresentaram capacidade de utilizar o
corante, com valores de descoloracdo iguais ou superiores ao das leveduras isoladas tendo o
RBBR como unica fonte de carbono.

As leveduras, em geral, apresentaram valores de crescimento muito baixos, quase proximo
de zero no meio contendo apenas o corante como fonte de carbono (Figura 9). Esse
crescimento é inferior ao atingido pelas leveduras quando na presenca de meio rico, sem
adicdo de corante, o que indica a toxicidade do RBBR para os isolados fungicos. As curvas de
crescimento dos isolados de M. carpophila e M. guillermondii na presenca do RBBR e da
concentracdo de corante no meio durante o experimento ndo apresentam diferencas
significativas, pois ocorreu queda da concentragdo do RBBR maior com 1 hora. Esse fato
pode ter ocorrido em decorréncia da adsor¢cdo da molécula de corante as células,
provavelmente, devido a atracdo eletrostatica entre a molécula carregada de RBBR e a
superficie celular também carregada (Solis ET AL., 2012). A descoloracdo se manteve
praticamente estavel, com uma queda maior na concentracdo do corante por volta de 7 dias
(32% de descoloracdo) para todos os isolados de leveduras).

Duas das leveduras encontradas com potencial de descolorir RBBR (Figura 9e, f) sdo
basidiomicéticas (Sporisorium sp. e Pseudozyma sp.) e apresentaram taxas de descoloracdo
préximas das encontradas para as leveduras do género Meyerozyma (respectivamente 28,8 e
25%), apresentando curvas de crescimento similares. Leveduras basidiomicéticas sdo pouco
citadas como capazes de descolorir corantes, sendo as citadas as espécies Rhodotorulla
minuta, Trichosporon multisporum e Trichosporon akiyoshidainum (Martorell ET AL., 2011).
Leveduras dos géneros Sporisorium e Pseudozyma ndo sdo conhecidas na literatura
associados a degradacdo de corantes. Algumas espécies do género Pseudozyma foram

relatadas por sua capacidade de degradar poluentes toxicos ambientais como plasticos sélidos,
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além de serem produtores de cutinases, enzima utilizada como hidrolizante para gorduras e
outros compostos (Hyuk-Seong ET AL., 2007; Shinozaki ET AL., 2012).

As leveduras obtidas das amostras de madeira em decomposicédo deste trabalho atingiram
valores de descoloracdo do corante semelhantes ao atingido pelos fungos filamentosos. De
acordo com Martorell et al. (2011), algumas leveduras podem serem utilizadas eficientemente
no tratamento de efluentes de residuos orgénicos, como das inddstrias alimenticia, 6leo e
melaco. Além disso, leveduras apresentam vantagens quando comparadas com outro micro-
organimos que vem sendo utilizados nos processos de bioremediacdo, devido a sua alta
capacidade de acumular corantes e metais pesados (ex. Pb[ll] e Cd [Il]), crescimento e
descoloracdo rapido quando comparados com fungos filamentosos e, por isso, tém sido
utilizadas com maior frequéncia em processos de degradacédo de diferentes corantes azo (Solis
ET AL., 2012).
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Figura 9. Gréficos de crescimento e degradacdo das leveduras em meio contendo o corante antraquinénico RBBR. Todas as leituras sdo resultado da média

dos valores em triplicata, corrigidos a partir dos testes controle. a- Grafico obtido para Meyerozyma carpophila UFMGCB CAA26L28R; b- Grafico obtido
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75




5.1.2. Fungos com potencial para degradacéo de hidrocarbonetos arométicos

Dos 50 fungos selecionados pelo teste de triagem como provaveis degradadores de
hidrocarbonetos aromaticos, 10 foram considerados iguais apds analise do bandeamento do
fragmento de (GTG)s. Dentre os 50 isolados selecionados, 40 foram avaliados quanto ao
crescimento a partir da dosagem da biomassa seca e a capacidade de oxidar o aceptor de
elétrons DCPIP, indicador utilizado para evidenciar reacdes envolvidas na degradacdo de
petréleo o (Hanson ET AL., 1993; Bulcker ET AL., 2011). A utilizacdo do DCPIP com
indicador da utilizacdo de petréleo por micro-organismos se baseia no fato que, durante a
oxidacdo microbiana das fontes de carbono, ha transferéncia de elétrons para aceptores como
0 oxigénio, nitratos e sulfatos (Junior ET AL., 2009). Ao incorporar o indicador DCPIP no
meio, é possivel inferir a habilidade de o micro-organismo utilizar o petréleo como substrato
por meio da mudanca de cor do indicador de azul (oxidado) para incolor (reduzido) (Junior
ET AL., 2009; Biicker ET AL., 2011). A dosagem da degradacdo e do crescimento foi
realizada com o objetivo de visualizar quais seriam os melhores potenciais degradadores e

qual o tempo necessario para a maxima utilizacdo desse poluente (Tabela 9).
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Tabela 9. Valores de biomassa seca (mg) e da porcentagem (%) do indicador DCPIP metabolizado pelos fungos isolados em Petroleo, que foram

considerados como potenciais degradadores desse composto na triagem?®.

Biomassa seca

Porcentagem de residual

Espécie” Bioma _ _
(mg)/dia de DCPIP/dia
Exophiala cf. oligosperma UFMGCB 6470 Caatinga 7,350,088 -2+1
Fusarium cf. incarnatum UFMGCB 6480 Caatinga 8,11+0,08 18+2
Fusarium cf. solani UFMGCB 6485 Caatinga 7,85+0,23 1725
F. solani UFMGCB 6478 Caatinga 5,48+0,06 12+1,2
Fusarium sp. UFMGCB 6475 Caatinga 7,230,059 -8+0,9
Fusarium sp.UFMGCB 6474 Caatinga 5,51+0,1 12+1
Meyerozyma carpophila UFMGCB CAA9L19R Caatinga -0,22+0,01 1,8+0,01
Meyerozyma guilliermondii UFMGCB CAA16L22P Caatinga -0,28+0,01 2,46x0,014
Penicillium simplicissimum UFMGCB 6477 Caatinga 6,89+0,11 0,017+0,002
Pseudozyma hubeiensis UFMGCB CAA19L25P Caatinga -0,17+0,013 2,020,012
Pseudozyma sp. UFMGCB CAA27L30R Caatinga -0,33+0,014 2,31+0,014
Sporisorium sp. UFMGCB CAA27L31R Caatinga -0,37+0,014 2,79+ 0,016
Trichoderma longibrachiatum UFMGCB 6481 Caatinga 7,73+£0,37 8,4+1,2
Trichoderma sp.UFMGCB 6492 Caatinga 7,42+0,15 18+3
Cosmospora cf. vilior UFMGCB 6563 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 6,91+0,1 -0,5+0,3
Hypocrea cf. lixiit UFMGCB 6592 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 9,14+0,24 2514
H.cf. lixit UFMGCB 6596 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 6,72+0,12 -5,3+0,4
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Continuagdo Tabela 9. Valores de biomassa seca (mg) e da porcentagem (%) do indicador DCPIP metabolizado pelos fungos isolados em Petréleo,

que foram considerados como potenciais degradadores desse composto na triagem®.

Biomassa seca

Porcentagem de residual

Espécie® Bioma

(mg)/dia de DCPIP/dia
H.cf.lixii UFMGCB 6565 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 7,91+0,11 -18+4,5
H.cf.lixiit UFMGCB 6588 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 9,32+0,73 2+0,4
H.lixii UFMGCB 6562 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 6,38+0,13 11+1
H.lixii UFMGCB 6576 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 6,84+0,05 50,3
H.lixii UFMGCB 6581 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 6,06+0,069 6,6+0,5
H.lixii UFMGCB 6582 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 5,84+0,04 0,77+0,5
H.lixit UFMGCB 6591 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 6,99+0,06 30,5
Hypocrea sp. UFMGCB 6564 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 7,86x0,16 23+4
Hypocrea sp. UFMGCB 6570 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 7,61+0,11 -0,13+0,6
Penicillium adametzii UFMGCB 6559 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 17,61+1,36 1,5+0,6
Trichoderma cf. koningiopsis UFMGCB 6578 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 5,86+0,05 4+0,3
Trichoderma harzianum UFMGCB 6598 Ecdtono Cerrado/Mata Atlantica 6,99+0,12 12+2
Trichoderma spirale UFMGCB 6579 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 6,32+0,12 -0,9£0,7
Espécie ndo identificada UFMGCB 6577 Ecotono Cerrado/Mata Atlantica 6,89+0,07 16+2
Fusarium oxysporum UFMGCB 6821 Ecotono Cerrado/Mata Amazonica 6,56+0,03 3+4
Hypocrea virens UFMGCB 6823 Ecotono Cerrado/Mata Amazonica 29,48+0,24 15+1,6
Penicillium chrysogenum UFMGCB 6847 Ecotono Cerrado/Mata Amazonica 14,16+0,61 -1,9+1
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Conclusao Tabela 9. Valores de biomassa seca (mg) e da porcentagem (%) do indicador DCPIP metabolizado pelos fungos isolados em Petréleo, que
foram considerados como potenciais degradadores desse composto na triagem?®.

Biomassa seca  Porcentagem de residual

Espécie” Bioma

(mg)/dia de DCPIP/dia
Talaromyces amestolkiae UFMGCB 6832 Ecotono Cerrado/Mata Amazonica 7,04+0,48 22+3
T. amestolkiae UFMGCB 6833 Ecotono Cerrado/Mata Amaz6nica 7,13+0,04 15+2
Trichoderma koningiopsis UFMGCB 6834 Ecdtono Cerrado/Mata Amaz6nica 6,34+0,13 21+3
T. koningiopsis UFMGCB 6838 Ecotono Cerrado/Mata Amazonica 8,89+0,44 22+3
Trichoderma sp. UFMGCB 6826 Ecotono Cerrado/Mata Amazonica 15,5+2,39 16+1,8
Trichoderma spirale UFMGCB 6822 Ecdétono Cerrado/Mata Amazoénica 23,62+0,13 0,51+0,17

®0s Fatores hiomassa seca (mg) e concentracdo do indicador DCPIP metabolizado foram considerados a partir da média calculada para o total de dias do experimento,
servindo como base para selecio dos fungos com melhor capacidade de utilizar petréleo como Unica fonte de carbono. "Espécies isoladas em petréleo e selecionadas em
triagem anterior com o nome da espécies e seu nimero de identificagdo na Cole¢do de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMGCB).
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De todos os fungos avaliados, 45% conseguiram reduzir a coloragdo do DCPIP acima ou
igual a 60% em 45 dias. Entretanto, estes resultados ndo indicam necessariamente que houve
a degradacdo da mesma porcentagem do petréleo presente, mais sim que estad havendo uma
reacao de oxirreducédo e qual velocidade ela modifica o meio de cultura. Como o petréleo € a
unica fonte de carbono disponivel para os fungos, a reacao de oxirreducao provavelmente esta
atuando sobre sua molécula. Geralmente, para testes de degradacdo de petréleo é seus
derivados, o indicador DCPIP ¢ utilizados para uma avaliacdo qualitativa (Hanson ET AL.,
1993; Junior ET AL., 2009), porém, seguindo estudo de Buicker et al. (2011), esse indicador
também é utilizado por sua capacidade de avaliar quantitativamente a atividade oxiredutora
das enzimas fungicas, podendo indicar o potencial dos fungos obtidos em meio contendo
petréleode degradar as moléculas presentes nesse poluente.

Fungos do género Trichoderma/Hypocrea corresponderam a 82,7% dos fungos obtidos e
selecionados como candidatos a bons degradadores de hidrocarbonetos aromaticos, com
destaque para a espécie Hypocrea lixii (56,3% dos isolados), cuja capacidade em degradar
xenobidticos aromaticos presumidamente sob vias oxidativas ja foi relatada por Smith (1995).
A presenca do petréleo durante o isolamento pode ter atuado como um agente seletivo para as
espécies desse género presentes na madeira em decomposicdo das regifes amostradas.
Espécies de Trichoderma apresentam alta taxa de sucesso como colonizadores de seus
habitats (predominantemente material celuldsico), o que ocorre tanto por sua eficiéncia na
utilizacdo do substrato disponivel no meio quanto por sua capacidade de secretar metabdlitos
secundarios e enzimas (Schuster & Schmoll, 2010). Sua resposta ao ambiente se da na forma
de regulacdo do crescimento, conidiacdo e producdo enzimatica (Schuster & Schmoll, 2010),
0 que sdo requisitos a serem explorados no tratamento de poluentes industriais toxicos.

De todos os fungos filamentosos avaliados, 4 converteram DCPIP de forma mais eficiente,
os quais foram selecionados como potenciais degradadores de hidrocarbonetos aromaticos
(Figura 10), sendo que, 2 deles sdo isolados de H. lixii obtidos do bioma Caatinga (Figura
10a) e ecotono Cerrado/Mata Atlantica (Figura 10b); os outros 2 sdo as espécies Exophiala cf.
oligosperma e Penicillium simplicissimum. Ambos os isolados de H. lixii (figura 10a e b)
apresentaram curvas semelhantes de reducdo de DCPIP e crescimento com valor maximo de
biomassa no 15° dia, com posterior queda, indicando morte da cultura. J& a quebra do
indicador DCPIP caiu de forma constante até o 15° dia, quando o processo de reducdo do
indicador DCPIP comega a estabilizar, atingindo seu platd mais baixo no 30° e 45° dia.

Apesar de serem isolados frequentemente obtidos de ambientes contaminados, a influéncia
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das espécies de Trichoderma para a degradacdo de HPA tem sido escassamente estudada
(Argumedo-Delira ET AL., 2012).

O isolado de Exophiala cf. oligosperma UFMGCB 6470, encontrado na Caatinga,
apresentou a descoloracdo mais rapida do indicador, atingindo seu ponto mais baixo no 3° dia,
0 que pode indicar uma utilizacdo mais rapida do petréleo no meio de cultura. Esse fato é
corroborado pela curva de crescimento que atinge seu pico no mesmo periodo com
crescimento discreto até o fim do experimento. Espécies de Exophiala sdo reconhecidas como
degradadores de diferentes classes de xenobidticos tais como hidrocarbonetos aromaticos
(Prenafeta-Boldd ET AL., 2006). Exophiala oligosperma foi isolada de filtro de ar exposto a
tolueno e tem sido repetidamente encontrado em ambientes aquecidos, associados a presenca
humana e pobres em nutrientes, como saunas e piscinas, podendo causar doenca na pele (De
Hoog ET AL., 2003; Prenafeta-Boldd ET AL., 2006).

Espécies do género Penicillium j& foram relatadas como assimiladoras de
hidrocarbonetos aromaticos, com espécies crescendo na presenca de moléculas aromaticas de
cadeia longa (Elshafie ET AL., 2007). Penicillium simplicissimum foi isolado em efluentes de
industrias de papel sendo relatado como degradador de estireno, porém esse resultado nédo
pode ser reproduzido por outros estudos (Prenafeta-Boldi ET AL., 2006). Penicillium
simplicissimum UFMGCB 6477 foi capaz de crescer tendo petroleo como Unica fonte de
carbono, reduzindo DCPIP de forma relativamente constante até o fim do teste. Seu
crescimento se repete em um ciclo constante, com picos no 3°, 15° e 45° dias, indicando que
talvez esse isolado consiga crescer nesse substrato, tornando-o um bom candidato para a

utilizagdo em escala industrial.
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Figura 10. Gréficos de crescimento e degradagdo das leveduras em meio contendo petroleo como Unica fonte de carbono acrescido do indicador DCPIP.

Todas as leituras sdo resultado da média dos valores em triplicata, corrigidos a partir dos testes controle. a- Grafico obtido para Hypocrea lixii UFMGCB
6564; b- Gréafico obtido para Hypocrea lixii UFMGCB 6592; c- Grafico obtido para Exophiala cf. oligosperma UFMGCB 6470; d- Gréafico obtido para

Penicillium simplicissimum UFMGCB 6477.
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Todas as 5 leveduras selecionadas por sua capacidade de reduzir > 60% do indicador
DCPIP, apresentaram curvas de crescimento e de utilizacdo do DCPIP similares, com queda
crescente no crescimento em paralelo com queda na deteccao do indicador no meio. Ambas as
curvas de crescimento e reducdo do indicador apresentam pontos de picos e platds no mesmo
periodo de tempo, indicando que h& uma relagdo direta entre os processos. Uma hipdtese €
que, 0 crescimento negativo apresentado pelas leveduras sugira um evento de autolise das
células, o que estaria acelerando a liberacdo de metabdlitos celulares no meio de cultura (Emri
ET AL., 2008).

A comparagdo das curvas de crescimento em meio rico e com petréleo indicam que a
morte das leveduras pode ter ocorrido por falta de carbono e energia, j& que esta é a principal
variavel entre os meios de crescimento (Figura 11). Esse fato pode ser confirmado pela
retomada do crescimento das leveduras apds 48 horas com ndo reducdo na presenca do
indicador em meio contendo petrdleo e 1% de glicose (Figura 11a). A potencial nova espécie
de Sporisorium sp. CAA27L31R apresentou a maior reducdo na leitura do DCPIP dentre as
espécies testadas, indicando uma producdo potencialmente mais de enzimas, o que aliado com
a autdlise pode permitir seu uso eficiente na limpeza de efluentes de petréleo (Emri ET AL.,
2008). Leveduras do género Sporisorium ndo sdo conhecidas como degradadoras de petréleo,
porém algumas espécies tém sido relatadas como capazes de produzir lipases ou degradar
compostos fendlicos (Hesham ET AL., 2006) sendo, portanto, consideradas promissoras para
0 processo de tratamento de locais contaminados com petréleo e seus derivados.

Espécies de Pseudozyma foram relatadas como produtoras de glicolipides
biosurfactantes e lipases, com capacidade documentada de degradar plastico (Hyuk-Seong ET
AL., 2007). A presenca de Meyerozyma guillermondii j& foi documentada durante todo o
processo de degradadacdo de HPAs em reatores de lodo contendo Oleos intemperizados,
sendo que este estudo recomendou a utilizacdo dessa espécie cometabolizando os poluentes
com outra fonte de energia (Hesham ET AL., 2006). O isolado dessa espécie, UFMGCB
CAAL6L22P obteve resultados semelhantes para a redugdo do DCPIP tanto na presenca

guanto na auséncia de glicose.
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Figura 11. Graficos de crescimento e degradagdo das leveduras em meio contendo petroleo como fonte de carbono acrescido do indicador DCPIP. Todas as

leituras sdo resultado da média dos valores em triplicata, corrigidos a partir dos testes controle. a- Grafico obtido para Pseudozyma hubeiensis UFMGCB
CAA19L25P; b- Gréfico obtido para Sporisorium sp. UFMGCB CAA27L31R; c- Gréfico obtido para Meyerozyma guillermondii UFMGCB CAA16L22P; d-

Grafico obtido para Pseudozyma sp. UFMGCB CAA27L30R.

86




5.2. Avaliacao da biodegradagéo

5.2.1. Carbono Organico Total

A determinacdo de carbono organico total (COT) é recomendada para prevenir a
liberacdo de efluentes contaminados ou utilizacdo de &gua com a presenca de compostos
organicos que possam causar danos, ja que esse método é capaz de detectar, teoricamente, a
presenca de todos os tipos de compostos organicos (Thomas ET AL., 1999). A quantificacdo
de COT foi utilizada para avaliar se os fungos que apresentaram a maior capacidade de
descolorir os corantes também foram capazes de quebrar e transformar as moléculas de
Astrazon e RBBR. O isolado Fusarium oxysporum UFMGCB 6451 foi selecionado no teste
de dosagem de biomassa e reducdo de cor como melhor degradador do corante azo Astrazon.
Nesse teste, o fungo apresentou um aumento na porcentagem de descoloracdo até o 15° dia

sendo que, no 30° dia houve uma leitura negativa dessa porcentagem (Tabela 10).

Tabela 10. Porcentagem da reducao de cor dosada em espectrofotdmetro e porcentagem da reducéo de
carbono total presente em amostra contendo o corante azo Astrazon como Unica fonte de carbono e o

fungo Fusarium oxysporum UFMGCB 6451 em fase de crescimento.

Porcentagem (%0) de Porcentagem (%0) de reducéo da
Dias descoloracdo do corante presenca de carbono orgéanico total

(Espectrofotémetro) (COT)

0 0 0

3 0 -15,8929

7 0,8 -9,56169

15 0,35 -7,66234

30 -1,52 -3,87987

45 1,14 Sem dosagem

®Porcentagem de corante descolorida do meio de cultura dosados em espectrofotémetro. A concentracéo inicial
foi medida no tempo 0 sendo que os valores de porcentagem apresentados para os dias seguintes sdo relativos a
esta concentracéo inicial. ®Porcentagem de carbono presente no meio de cultura dosados em aparelho de COT. A
concentracgdo inicial foi medida no tempo 0 e considerada como 100%, sendo que os valores de porcentagem
apresentados para os dias seguintes sdo relativos a esta concentragéo inicial. “Ndo foram preparadas amostras de

corante para a dosagem em 45 dias.

As dosagens de COT (Tabela 10) indicam um aporte de carbono no meio no 3° dia
com subsequente reducdo de sua concentragdo no meio. Essa redugdo ocorreu de forma
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continua durante os 30 dias de dosagem, porém, sem atingir valor menor que o inicial (Figura
12). A diferenga de descoloracdo e de carbono total dosado para esse corante ndo foram
grandes o suficientes para indicar, sem davidas, a utilizagdo de Astrazon por esta espécie,

apesar da evidéncia visual de diferenca de cor.
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Figura 12. Curva de Carbono Organico Total presente em meio contendo Astrazon como Unica fonte

de carbono, na presenca de Fusarium oxysporum UFMGCB 6451 dosado por Carbono orgénico total.

O isolado Fusarium cf. solani UFMGCB 6882 foi selecionado por ter apresentado a
maior capacidade de descolorir o corante RBBR. Esse fungo apresentou uma reducdo gradual
durante os 45 dias, sendo detectado apenas 5,64% do corante no final desse periodo, pela
dosagem no espectrofotémetro (Tabela 11). A dosagem da reducdo de RBBR por meio do
COT também seguiu a mesma tendéncia encontrada para o corante Astrazon, com um
aumento da concentracdo de carbono no 3° dia de experimento. Diferentemente do que
ocorreu para 0 Astrazon, a porcentagem de carbono presente aumentou gradualmente e

atingiu valor méximo com 30 dias.
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Tabela 11. Porcentagem da reducdo de cor dosada em espectrofotdmetro e porcentagem da reducéo de
carbono organico total presente em amostra contendo o corante antraquindénico RBBR como Unica
fonte de carbono e o fungo Fusarium cf. solani UFMGCB 6882 em fase de crescimento.

Dias Porcentagem (%) de descoloracéo do Porcentagem de reducéo da presenca de

corante (Espectrofotometro)® carbono organico total (TOC)"
0 0 0
3 73,64 -3,30843
7 88,17 -8,50231
15 62,19 -12,4867
30 36,22 -17,6094
45 5,64 Sem dosagem®

®Porcentagem de corante descolorida do meio de cultura dosados em espectrofotdmetro. A concentragéo inicial
foi medida no tempo 0 sendo que os valores de porcentagem apresentados para os dias seguintes sdo relativos a
esta concentracdo inicial. PPorcentagem de carbono presente no meio de cultura dosados em por aparelho de
COT. A concentracdo inicial foi medida no tempo 0 e considerada como 100%, sendo que os valores de
porcentagem apresentados para os dias seguintes sdo relativos a esta concentragdo inicial. °“Ndo foram preparadas
amostras de corante para a dosagem em 45 dias.
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Figura 14. Curva de Carbono Organico Total presente em meio contendo Remazol Brilhante Azul
R como Unica fonte de carbono, na presenca de Fusarium cf. solani UFMGCB 6451 dosado por

Carbono Orgéanico Total.

Uma reducgdo no valor de COT indica a mineralizagdo do corante presente no meio
(Saratale ET A., 2009), porém, nesse caso ndo houve uma reducgdo desses valores. Assim, a

reducdo da cor pode ter sido resultado da quebra das ligagcdes quimicas responsaveis pela cor
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0 que ocorreria sem a mudanca do teor de carbono. Apesar da quebra das ligacbes de um
corante ser um importante passo na inativacdo das moléculas, a ndo reducdo da quantidade de
carbono pode indicar a formacdo de aminas aromaticas, subprodutos da quebra de corantes
azélicos ou que contenha nitrogénio e que sdo consideradas carcinogénicas (Saratale ET AL.,
2009 e Novotny ET AL., 2011). Sendo assim, apesar de sua capacidade de produzir enzimas
que descolorem as moléculas de Astrazon e RBBR ou de retird-las do meio por adsorgéo,
esses fungos ndo seriam considerados bons candidatos para o tratamento das moléculas de
corantes por bioremediacdo caso sejam capazes de gerar aminas aromaticas.

Porém, a ndo reducdo da concentracéo de carbono deixa uma pergunta: qual foi a fonte
de carbono utilizada pelos fungos para seu crescimento se a Unica fonte de carbono e,
consequentemente, de energia, presente no meio sdo os corantes? Um estudo de Lamour
publicado em 2000 concluiu que fungos crescendo em ambientes de baixa concentracdo de
carbono suprem a necessidade desse nutriente por meio de retirada da reserva presente no
citoplasma para ser incorporada na biomassa. Esse resultado é corroborado pelo achado que,
fungo da espécie Fusarium oxysporum crescido em meio sem a adi¢do de carbono, apresenta
crescimento criptico, por meio da utilizacdo de dioxido de carbono atmosférico ou da
reciclagem de nutrientes (Parkinson ET AL. 1991). Ainda de acordo com estudo feito por
Schniirer & Paustian publicado em 1986, o crescimento em ambientes com pouca
disponibilidade de carbono seria possivel gragas a translocacdo desse nutriente presente no
citoplasma para as regiGes apicais do fungo, levando a formacdo de uma hifa altamente
diferenciada, com regides de crescimento ativo e degenerada ou em autdlise, no mesmo
micélio, gerando um crescimento enfraquecido.

Sendo assim, ndo é possivel afirmar que esses fungos sdo bons degradadores de
corante, ja que nas condi¢cdes estudadas ndo houve diminuicdo do COT, necessitando de
maiores estudos, tal como maior tempo de incubacdo do fungo na presenca dos poluentes a
fim de verificar se a quebra da molécula ocorre ou ndo em um maior tempo de incubacdo dos
corantes na presenca dos fungos. Outra possibilidade é que o fungo esteja usando os outros

nutrientes presentes no meio minimo mineral para seu crescimento em detrimento do corante.

5.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A dosagem em CLAE foi feita com o intuito de quantificar com exatidao a capacidade

dos fungos selecionados em teste anterior em utilizar e degradar hidrocarboneto policiclico
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aromatico. Porém, como este composto tem uma composicdo varidvel e complexa, optamos
por selecionar apenas um composto, comum em petréleo, para essa dosagem. Assim,
selecionados antraceno, um hidrocarboneto policiclico aromatico que apresenta baixa
solubilidade em agua (0,07 mg/L) (Eibes ET AL., 2006). Sua estrutura contendo 3 anéis de
benzeno é comum a varios das moléculas recalcitrantes e tdxicas presentes no petroleo o que,
aliada a sua baixa disponibilidade no meio, faz dessa molécula um 6timo modelo (Bezalel ET
AL., 1996).

Os resultados desse experimento foram analisados em relagcdo a reducdo da area da
curva para o tempo e comprimento de onda determinados. O resultado obtido ndo foi
conclusivo visto que houve um aumento da porcentagem de antraceno presente no meio.
Entretanto, novas analises devem ser feitas de forma a descartar erros durante o experimento.
Aumento dos dias de incubacdo dos fungos na presenca de antraceno pode evidenciar sua

degradacéo posterior.

6. CONCLUSOES

De acordo com o ultimo Inventério de Liberacdo de Compostos Toxicos publicado pelo
departamento de protecdo de meio ambiente, s6 nos Estados Unidos foram lancados, em
2011, cerca de 4 bilhdes de toneladas de compostos quimicos tdxicos no ambiente. O acimulo
dessas substancias no ambiente é resultado da falta de degradadores de ocorréncia natural para
estes compostos. A partir dos resultados desse estudo, é possivel concluir que existe uma
elevada diversidade de fungos presentes em ambientes naturais tropicais com capacidade para
crescer tendo compostos poluentes como Unica fonte de carbono. A deteccdo desses fungos
capazes de crescer em poluentes, sem ter sido previamente expostos a ambientes
contaminados, é importante por indicar seu potencial quanto a producdo enzimas ou outros
metabolitos capazes de atuar sobre moléculas poluentes. Assim, esse estudo indica que fungos
presentes em ecossistemas tropicais naturais podem representar bons candidatos para o
processo de bioremediacao de poluentes aromaticos.

Os fungos que apresentaram maior capacidade de crescer e processar 0s poluentes
foram isolados do bioma Caatinga, evidenciado a importancia de inventarios taxonémicos de
fungos presentes naturais. Além disso, a pesquisa em ambientes naturais permitiu evidenciar a
ocorréncia de espécies relatadas pela primeira vez como capacidade de crescer nos poluentes

estudados.
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Apesar dos testes terem mostrado que os fungos obtidos tem capacidade tanto de
crescer quanto de descolorir os corantes Astrazon e RBBR e o indicador redox DCPIP em
petréleo, ndo foi possivel confirmar essa capacidade na dosagem desses poluentes pelos
métodos quantitativos COT e CLAE. Mais experimentos visando entender de que forma esses
poluentes sdo afetados pelo crescimento fungico e quais fatores abiodticos afetam essa
provavel degradacdo sdo necessarios.

7. PRODUCAO CIENTIFICA

e “Identificagdo Molecular de Fungos Isolados de Efluente Industrial com Potencial de
Degradacdo de Corantes Téxteis”, apresentado na forma de pdster no XX VI Encontro
Regional da Sociedade Brasileira de Quimica, realizado no Centro e Artes e
Convencoes da UFOP;

e “Diversidade de Fungos Degradadores de corante e hidrocarbonetos aromaticos
isolados de madeira em decomposi¢ao”, apresentado na forma de podster durante o
XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia (XXI ALAM);

e “Caracterizacdo de fungos Ligninoliticos capazes de descolorir o corante Remazol
azul brilhante R (RBBR)”, apresentado na forma de pdster durante o XXI Congresso
Latinoamericano de Microbiologia (XXI ALAM);

e “Diversidade de fungos isolados de madeira em decomposicdo com potencial para
degradacéo de hidrocarbonetos derivados de Petroleo”, apresentado na forma de pOster
durante o XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia (XXI ALAM);

e “Diversidade de fungos isolados de madeira em decomposicdo com potencial de
degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos”, apresentado na XX SEMANA DE
INICIACAO CIENTIFICA da UFMG, promovida pela Pré-Reitoria de Pesquisa;

e “Caracterizacdo de fungos ligninoliticos para testes de degrada¢do do corante

Astrazon”, apresentado na forma de poster durante o XXI Congresso Latinoamericano

de Microbiologia (XXI ALAM).
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9. ANEXOS

ANEXA A — Quadro contendo a formulacéo dos meios de cultura utilizados.

Nomeclatura do Meio

Formulacéo

Agar extrato de malte (MEA)

15,0 g/L de extrato de malte;
15,0 g/L de glicose;

1,0 g/L de peptona;

20,0 g/L de agar;

0,2 g/L de clorafenicol.

Agar extrato de malte extrato de

levedura (YM)

5,0 g/L de peptona

3,0 g/L de extrato de levedura;
3,0 g/L de extrato de malte;
10,0 g/L de glicose;

20,0 g/L de agar;

0,2 g/L de clorafenicol.

Hydrocarbon Adapted Fungi (HAF)

2,0 g/L de NH4NOsg;
0,8 g/L de KH,POy;
0,4 g/L de Na;HPOQq,
0,5 g/L MgS0,.7H,0.

Meio minimo mineral (MMM)

0,7 g/L de KClI;

2,0 g/L de KH,POQy;
3,0 g/L de Na;HPOy;
1,0 g/L de NH4NOg;
4,0 g/L de MgSQy;
0,2 g/L de FeSOy;
0,2 g/L de MnCly;
0,2 g/L de CaCls.

GYMP

20,0 g/L de glicose;

5,0 g/L de extrato de levedura;
10,0 g/L de extrato de malte;
2,0 g/L de NayPO,.

Tampdo fosfato (pH 5,5)

9,078 g/L de KH,POy;
11,876 g/L de Na;HPO4.H,0.
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ANEXO B - Quadro contendo a formulacéo das solugdes utilizadas para a identificacao

molecular.

Nomeclatura da solucéo

Formulacéo

CTAB

2 M de Tris;

82,0 g/L de NaCl,
2 M de EDTA;
20,0 g/L de CTAB.

EDTA

0,005 M &cido etilnodiamino tetra acético;

0,1 M de NaCl;
10 g/L de SDS.

Tampao de lise

0,05M de Tris-HCI;
0,005M de EDTA;
0,1 M de NaCl;

1,0 g/L de SDS.

Tris-EDTA

0,01 M de Tris-HCl;
0,001 M de EDTA.

TBE 10X (pH 8,0)

107,81 g/L de Tris;
5,8 g/L de EDTA,;

55,0 g/L de acido borico.
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