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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de biodegradacdo de benzo(a)pireno (BaP) e
producdo de enzimas ligninoliticas por dois fungos filamentosos isolados de sedimentos
contaminados do Rio Negro, Amazonas. Para tanto, trés discos (7 mm) da cultura fungica, apos
7 dias de cultivo, foram adicionados em meio liguido e incubados a 30 °C sob agitacdo durante
72 h. Apos este periodo, BaP foi adicionado e os frascos foram novamente incubados durante 7
dias nas mesmas condicoes de cultivo. Apos extracdo e concentracdo em acetato de etila, as
amostras dos ensaios foram injetadas em cromatografo a gas acoplado a espectrometria de
massas (CG-EM) para quantificacdo da biodegradacdo. Para analise da producdo de enzimas, os
ensalos foram filtrados, centrifugados e a atividade enzimatica de lacase € manganés peroxidase
foram avaliadas em espectrofotémetro. O fungo Perenniporia sp. S47 foi promissor, degradou
41% de BaP e apresentou maior atividade de MnP (6,15 U/L).
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INTRODUCAO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo poluentes ambientais ubiquos,
formados principalmente pela decomposicdo térmica de moléculas organicas e sua
recombinacdo subsequente, sdao altamente hidrofdbicos e acumulam-se em solos e sedimentos
(HARITASH; KAUSHIK, 2009). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA)
classificou um grupo de 16 HPAs como poluentes prioritarios em estudos ambientais, dentre
eles, destaca-se o benzo(a)pireno (BaP), devido a sua elevada toxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade (USEPA, 1983).

A contaminacao e deposicao de HPAs de alto peso molecular, tais como BaP, em sedimentos
do rio Negro no estado do Amazonas, ja vem sendo registrada na literatura (SOUZA et al.,
2015). Desta forma, faz-se necessario medidas de mitigacdo do impacto ambiental causado por
estes poluentes. A biorremediagdo é reconhecida como uma alternativa viavel para tratamento
de ambientes contaminados (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005). Dentre os micro-
organismos envolvidos neste processo, 0s fungos destacam-se por apresentar baixa
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especificidade de suas enzimas catabdlicas e independéncia para usar poluentes como
substrato, sendo seu uso viavel e ainda pouco explorado em programas de biorremediacao
(HARMES et al., 2011). As enzimas ligninoliticas, conhecidas por degradar a lignina existente na
madeira, composto similar a alguns poluentes organicos, tém demonstrado forte relacao com a
degradacdao de HPAs de alto peso molecular e podem ser um agente neutralizador da
contaminacao ambiental (SETTE et al., 2008).

Estudos sobre biodegradacao de BaP sao recentes no Brasil e diante da periculosidade deste
xenobidtico e de seu alto poder de deposicdo e acimulo no ambiente, faz-se necessario
pesquisas que selecionem espécies de fungos promissoras em programas de biorremediacao.

Diante desta realidade, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial de
biodegradacao de BaP e producao de enzimas ligninoliticas (Lacase e MnP) por dois fungos
filamentosos isolados de ambientes contaminados do Rio Negro no estado do Amazonas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois fungos filamentosos mantidos na Colecao Micoldgica da Universidade
do Estado do Amazonas (UEA): Perenniporia sp. (547) e um fungo nao esporulante (S69), os
quais foram isolados a partir de amostras de sedimentos contaminadas por HPAs e que foram
pré-selecinados pela capacidade de produzir enzimas ligninoliticas (lacase e/ou MnP) na
presenca de BaP. A atividade de Lignina peroxidase nao foi detectada nestes fungos.

Os fungos foram inoculados em meio Agar Extrato de Malte 2% (MEA2) e incubados durante
7 dias a 28°C. Apos esse periodo, trés discos (7 mm) da cultura foram retirados da borda das
colonias e transferidos para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo Extrato de
Malte 2% (MEB2). Os frascos foram incubados durante 72 h a 30°C e 150 rpm. Em seguida, 2
mg de benzo(a)pireno (BaP) (Sigma-Aldrich 98%) diluido em 0,5 mL de dimetilsulféxido, foram
adicionados aos ensaios, e incubados novamente durante 7 dias nas condigdes descritas acima.

Para os ensaios de biodegradacdo, o conteldo micelial dos frascos foi triturado e
homogeneizado por meio do uso do Ultra-Turrax durante 2 min com velocidade de 14.500 rpm,
juntamente com 50 mL de solvente. A fase organica foi recolhida e a fase aquosa foi extraida
novamente. As amostras foram concentradas em evaporador rotativo a vacuo até o volume de 1
mL. O experimento foi conduzido em duplicata e um grupo controle (meio liquido + BaP)
também foi avaliado. O volume de 1 pL de cada amostra foi injetado em cromatografo a gas
acoplado a espectrometria de massas (CG-EM). Antes da extracao, foi inserido o padrao
surrogate (criseno m/z 228, 226) e na amostra concentrada foi inserido uma solugao do padrao
interno (PI) (pireno m/z 202, 200). Estes procedimentos sdo necessarios para quantificacdo de
degradacdo do BaP (m/z 252, 250), realizado pelo método da padronizacdo interna.

Para avaliacdo das atividades de enzimas ligninoliticas na presenca de BaP, os extratos
fungicos foram filtrados a vacuo, centrifugados a 7.830 rpm durante 45 min e o sobrenadante
foi utilizado como extrato enzimatico bruto. A atividade enzimatica foi determinada em
espectrofotdbmetro. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1,0 pmol de produto formado por minuto. A atividade de lacase foi
determinada pela oxidacao do 2,2-azino-bis-etilbenzotiazolina (ABTS) durante 10 minutos a 420
nm, como descrito por Buswell, Cai, Chang (1995). A atividade de MnP foi determinada por
oxidacdo de Mn?* para Mn3* e formacao do complexo malonato Mn3*, que foi acompanhada

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
Fone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015

pelo aumento na absorbancia a 270 nm durante 5 minutos, conforme Giardina et al. (2000). Os
experimentos foram conduzidos em duplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O fungo Perenniporia sp. (S47) degradou cerca de 41% de BaP em apenas 7 dias e
apresentou atividade para as duas enzimas ligninoliticas avaliadas, destacando maior producao
para MnP (6,15 + 1,22 U L-1). Ja o isolado S69 nao demonstrou eficiéncia na degradagao de
BaP, baixa producao de MnP (3,39 + 0,73 U L-1) e inexistente atividade de lacase (Tabela 1).

Tabela 1. Biodegradacdo de BaP e producdo de enzimas ligninoliticas.
Biodegradacao Lacase MnP
(%) (UL?)

Perenniporia sp. (547) 41,01 +1,85 3,70+ 1,27 6,15+ 1,22

FNE* S69 2,08 £ 0,09 - 3,39 £ 0,73

*FNE: Fungo ndo esporulante.

O fungo Perennjporia sp. (S47) é um basidiomiceto de podridrao branca da familia
Polyporaceae. Segundo Lee et al., (2014), os fungos da podridrao branca estdao diretamente
envolvidos na decomposicdo da madeira e biodegradacao de varios xenobidticos. O isolado S47
demonstrou resultado promissor na degradacao de BaP na presenca de extrato de malte como
substrato. De acordo com Hadibarata; Kristanti (2012b), nos ensaios contendo glicose como
substrato, houve degradacdo de 76% de BaP em um periodo de 30 dias pelo fungo da podridao
branca Armillaria sp. F022. O fungo Polyporus sp. S133, representante da familia Polyporaceae,
foi capaz de degradar 73% de BaP em 30 dias (Hadibarata; Kristanti, 2012a).

A producdo das enzimas ligninoliticas tem demonstrado ativa participacao na degradacdo de
HPAs. No presente trabalho as atividades de MnP e lacasse foram maiores para o isolado
Perenniporia sp. (S47) e podem estar associadas a degradacao do BaP. Acevedo et al. (2011)
observaram alta capacidade de degradacao do BaP (75%) associada com a producao de MnP
pelo fungo da podridrao branca Anthracophyllum discolor. Steffen; Hatakka; Hofrichter, (2003)
reportaram que a enzima MnP demonstrou étima funcionalidade na degradacao de BaP e outros
HPAs por basidiomicetos decompositores de matéria organica vegetal. Hadibarata e Kristanti,
(2012b) observaram que a lacase do fungo Armiflaria sp. F022, possui papel chave na
degradagao de BaP. As atividades de lacase e MnP apresentadas pelo fungo Perenniporia sp.
(547) foram menores do que as encontradas nas literaturas acima citadas. Entretanto, a
avaliacao de diferentes fatores e otimizacao da producao destas enzimas poderao resultar em
uma maior capacidade de degradagao do poluente estudado. Além da lacase e MnP, outras
enzimas nao avaliadas neste trabalho, podem estar envolvidas na degradacao do BaP, tais como
algumas dioxigenases, como observado em por Hadibarata; Kristanti, (2012a), utilizando o
fungo Polyporus sp. S133.

Considerando a habilidade dos fungos de podriddao branca em degradar poluentes ambientais
e os resultados obtidos no presente trabalho, é possivel sugerir que o fungo da regido
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Amazonica, Perennjporia sp. (S47), seja um recurso genético promissor para aplicacao
biotecnoldgica em processos de biodegradacdo de HPAs.

CONCLUSOES
Entre os dois fungos avaliados neste estudo, Perenniporia sp. (S47) apresentou potencial na
biodegradagao de BaP. Quanto a atividade das enzimas ligninoliticas, novos estudos devem ser
realizados visando sua otimizacao e a correlacdo com o aumento da degradacao do poluente
estudado. A avaliacdo de outras enzimas deve ser realizada para averiguar a relagao das
mesmas com a eficiéncia na degradagao de BaP.

Agéncias de Fomento: Capes, CNPq.
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