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Resumo

Foram investigados fungos endofiticos e epifiticos isolados de macrofitas
aquaticas Eichhorniacrassipes (Mart.) Solms e Cyperus ligularis L., coletadas em &guas
contaminadas com residuos de petroleo para avaliacdo do potencial quanto a producdo de
biossurfactantes; os mais promissores foram identificados por meio do sequenciamento da regido
rDNA. Na selecdo quanto a atividade biodegradadora de hidrocarbonetos o indicador utilizado
foi 2,6 indofenol (DCPIP) em meio Bushnell-Haas(BH) acrescido de petroleo. Para a atividade
biossurfactante, foram realizados os seguintes testes: Medidade emulsificacdo,colapso da gota,
tensdo superficial. Do total de vinte isolados, doze cresceram em meio BH e petrdleo; dos quais,
oito promoveram a descoloracdo doDCPIP. O isolado S3lapresentou moderada emulsdo do
diesel (1,5cm ou 52%) com reducdo da tensdo superficialda &gua em51,03 mN/msendo
identificado como Phoma sp. Os outros fungos identificados foram: Rhizopus oryzae, Gibberella
moniliformis, Fusarium oxysporum, F. proliferatum, F. fujikuroie, Penicillium citreonigrum, e
apresentaram potencial para biodegradacdo de hidrocarbonetos. Novos estudos com o fungo
Phoma sp. tornam necessarios como o cultivo em diferentes fontes de carbono com o intuito de
melhorar a producdo de compostos secundarios envolvidos na emulsificacdo e diminuicdo da

tenséo superficial da agua.

Palavras chave:Biorremediacdo, bioemulsificantes, Eichhornia, Cyperus, petrdleo, diesel
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Introducéo

Os biossurfactantes podem ser de origem microbiana e apresentam potencial para
aplicacdes comerciais em diversos setores. Esses produtos sdo eficazes na recuperacdo avancgada
de petroleo e em processos de biorremediacdo de ambientes contaminados por hidrocarbonetos.
Também possuem aplica¢fes potenciais na agricultura, como insumos na area de cosméticos,
produtos farmacéuticos, detergentes, produtos de higiene pessoal, processamento de alimentos,
dentre outros (Cola e Costa 2003; Sourav et al., 2015). Apresentam vantagens sobre 0s
surfactantes de origem sintética considerando sua biodegradabilidade e por apresentar baixa
toxicidade.

Considerando-se que os biossurfactantes sao produzidos por bactérias, leveduras e
fungos filamentosos,os fungos endofiticos e epifiticos também podem possuir essa caracteristica.
Micro-organismos endofiticoss egundo Azevedo (2008) sdo aqueles que habitam pelo menos um
periodo do seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, em oposi¢do aos epifiticos que vivem na
superficie das plantas.

As espécies Curvularia clavata, Fusarium proliferatum e Phoma sp. isolados de
diferentes ambientes contaminados por hidrocarbonetos sdo as principais espécies citadas como
produtores de biossurfactantes. Quanto a biodegradacdo de hidrocarbonetos, Cladophialophora e
Exophiala assimilam tolueno; enquanto que Aspergillus sp. e Penicillium spp. degradam os
hidrocarbonetos alifaticos, clorofendis, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (HAP),
pesticidas, corantes sintéticos e 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) (Azevedo 2008; Oliveira et al., 2008;
Harms et al., 2011; Bhardwaj et al., 2015; Neoh et al., 2015). O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de fungos endofiticos e epifiticos, quanto a biodegradacao de hidrocarbonetos

e producao de biossurfactantes.

Material e Métodos

Os micro-organismos foram isolados das macrofitas aquaticas Cyperusligularis L.
e Eichhorniacrassipes (Mart.) Solms coletadas proximo a saida dos efluentes da refinaria da
Petrobras/Manaus-AM (REMAN). O cultivo foi em placas de Petri contendo meio Batata
Dextrose Agar (BDA) (Himedia) a 28°C por nove dias e repicados para meio Bushnell-Haas
(BH)Broth (Sigma-Aldrich),acrescido de 2mL de petréleo.Apos o crescimento micelialem BH

por nove dias, discos de 5mm de didmetro foram utilizados como pré-indculo nos testes
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subsequentes em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 100mL de meio BH liquido, acrescido de 5
mL de petrdleo,o pH foi ajustado para 5 e incubados por 14 diasa30°C.

A identificacdo molecular foi realizada somente para as amostras com resultado
positivo no teste indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) e aqueles com resultado
acima de 1 c¢cm para o indice de emulsificacdo. Para a extracdo do DNA foi utilizado o
Plant/Fungy DNA isolation kit (NorgenBiotekCorp) conforme as recomendacdes do fabricante.
Foram utilizados os primers ITS1 (5> — TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 3’) e ITS4 (5° -
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3’) para amplificacdo da regido conservada em posigdes
especificas do 18S e 28S do gene rDNA. Os amplicons foram purificados com polietileno glicol
8000 e sequenciados em analisador genético ABI 3500xL (AppliedBiosystems®). As sequéncias
foram alinhadas e editadas no programa MEGA com agrupamento pelo método Neighbor-
Joining e utilizadas para identificacdo dos isolados comparando-se com as sequéncias tipo com
base nos resultados observados no BLASTn

O petrdleo cru foi proveniente da Base Petrolifera de Urucu, Amazonas, Brasil e 0
diesel foi adquirido em posto de gasolinade bandeira BR, previamente filtrado. As dosagens de
petroleo ou diesel foram utilizadas conforme Jaquiche-Matsuuraetal.,(2014).

Teste de Biodegradabilidade Utilizando o Indicador Redox 2,6-Diclorofenol Indofenol (DCPIP)

O teste de biodegradabilidade foi realizado pela técnica do DCPIP (Hanson etal.,
1997). O experimento foi realizado em placa de poliestireno com 96 pog¢os, a concentracdo de
DCPIP foi ajustada para 0,010 g/mL. Em cada po¢o foram adicionados 200 plLda solucdo de
DCPIP, 10 pLdo petréleo de Urucu,e indculodo fungo correspondendo a 2+3 mm de didametro.
As placas foram mantidas em temperatura ambiente (27+2 °C). As medidas do tempo para
descolorir o meio foram realizadas ap0s24 e 48 horas. Como controle positivo foi utilizado

DCPIP com petrdleo, e controle negativo somente o indofenol.

Meio Especifico para Producgéo de Biossurfactantes

A producdo de biossurfactante foi realizada em 50 mL de meio de cultura
constituido de MgS0..7H20 0,5 g/L, KH2PO4 1 g/L, NaNOs 3 g/L, extrato de levedura 1 g/L e
peptona 0,3 g/L, com pH ajustado em 5 para fungos filamentosos, modificado de Rapp e

Backhaus(1992). Como fonte de carbono foi utilizado 6leo diesel ou petrdleo a 1,0% v/v.
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O cultivo microbiano foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL a 30°C em
incubadora orbital (New BrunswickScientific) com agitacdo constante de 150 rpm, por 20 dias.
FrascosErlenmeyer com 50 mL de meio de cultura e 1% de 6leo diesel(v/v), sem o indculo, foi
utilizado como controle. Cada micro-organismo foi cultivado em triplicata. Apos o periodo de
incubac&o, os meios de cultura foram filtrados em membrana filtrante (TPP, Europe/Switzerland)

com porosidade de 0,45 mm acoplada a seringa esterilizada de 20 mL.

Teste Qualitativo do Colapso da Gota de Oleo

O teste foi realizado em placas de Petri(60 x 12 mm) com 3,5 mL do extrato
filtrado livre de células. Para realizar o teste, uma gota de petrdleofoi adicionada ao extrato livre
de células, em triplicata, e observados nos tempos 0, 1, 5, 30 min, 1e72 horas. O resultado foi
considerado positivo quando houve dispersdo da gota de petréleo. Como controle negativofoi
utilizado 3,5 mL do extrato, porém sem o fungo; e 3,5 mLda solu¢do do surfactante Sédio

Dodecil Sulfato (SDS)alM, como controle positivo.

Avaliagéo da Atividade de Emulsificagéo

O meio especifico para a producdo de biossurfactantes foifiltrado e avaliado
quanto a atividade de emulsificacdo do tipo agua em o6leo (A/O). O teste foi realizado em
triplicata. Adicionou-se em tubos de ensaio 3MI dos extratos das culturas livres de células e 2
mLde diesel.Foram agitados pordois minutos em vortexa 70 rpme 24 horas em repouso. Apos
esse periodo, a altura do petréleo emulsificado (cm) foi comparada a altura total (Cooper e
Goldenberg 1987). O indice de emulsificacdo foi medido segundo as convencdes adotadas por
Paraszkiewiczet al.,(2001) e calculado conforme a equacdo (1):Ez2s = Indice de emulsificagio

apos 24 h (%), Hemuisao = Altura da emulséo, Ht = Altura total.
~ He
Equacéo (1): E24 = o X 100

Avaliacgéo da Tenséo Superficial
A medida da tensdo superficial ¢ uma ferramenta comum e um método indireto
para monitorar a producio de biossurfactantes. A medida que o micro-organismo cresce, ele

sintetiza o biossurfactante e este metabolito € lancado ao caldo metabolico, reduzindo a tenséo
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superficial.A tensdo superficial foi medida no tensiometro modelo Kruss (K-6, Alemanha), pelo
método do anel (Du Noly). As anélises foram realizadas com o sobrenadante obtido apos a

centrifugacdo da amostra bruta a 25°C.

Resultados

Oito fungos selecionados pelo crescimento no meio BH acrescido de petrdleo
foram identificados por meio do sequenciamento de parte do gene rDNA. Os fragmentos do gene
rDNA contendo a regido 1TS1-5,8S-1TS2 apresentaram entre 531 a 562 pb. Os fungos epifiticos
S31 e S36 isolados de C. ligularis foram identificados como Phomasp.; S24 Rhizopus
oryzae;S32 F. oxysporum; S33 Gibberella moniliformis e S42 F. proliferatum. Entre os fungos
endofiticos, S42 foi identificado como F. fujikuroi e S51 Penicillium citreonigrum, ambos
provenientes de E. crassipes. O resultado das sequéncias mais relacionadas com as do National
Center for BiotechnologylInformation estdo na (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos fungos endofiticos e epifiticos isolados de macrdfitas do rio Negro-

Amazonas/Brasil, utilizando como referéncia os dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information)

Iso* Micro-organismos Cod. NCBI Hospedeiros Endo.* Epi.* 1d.*(%)
S24  Rhizopus oryzae KJ460029.1 Cyperusligularis X 99

S31  Phomasp. KM979945.1  C. ligularis X 100
S32  Fusariumoxysporum JX406507.1 Eichhornia crassipes X 99

S33  Gibberella moniliformis EU151472.1 C. ligularis X 98

S36  Phomasp. KM246267.1  C. ligularis X 100
S42  F. proliferatum KJ020897.1 C. ligularis X 99

S46  F. fujikuroi KM369868.1  C. ligularis X 99

S51  Penicillium citreonigrum KF031329.1 E. crassipes X 97

*1s0= Isolado; Endo= Endofitico; Epi= Epifitico; Id= Identidade

Entre os oito fungos analisados apenas Phomasp. (S31), mostrou-se eficiente nos
diferentes testes realizados afim de selecionar os produtores de biossurfactantes. Os demais
isolados, embora tenham dispersado a gota de petroleo em diferentes tempos, ndo formaram

emuls&o acima de 1 cm, conforme convencdo adotada (Tabela 2).
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Somente o Phomasp. (S31) foi selecionado para o teste de tens&o superficial,pois
foi positivo no teste do colapso da gota em menor tempo e emulsificacdo acima de 1 cm. A
diferenca entre a tensdo superficial do extrato fungico e a tensdo superficial do controle foi de
2mN/m, porém em relacdo a agua foi de 18,23 mN/m indicando possuir capacidade em romper a

tensdo superficial da &gua.

Tabela 2. Fungos endofiticos e epifiticos isolados de macrofitas do rio Negro —
Amazonas/Brasil para producdo de biossurfactantes

indice de Tensdo

Isolado Colapso da gota emulsificacdo  superficial

0 1 5min 30min 1h 72h  HJ/Ex
min

Phomasp. (S31) + o+ + + + + 15cm/52% 51,03 mN/m
Penicilliumcitreonigrum - - - + + + 0,7cm/38 % -
Phomasp. - - + + - - 0 -
Rhizopus oryzae - - + + - - 0 -
Fusarium fujikuroi - - - - - - 0 -

F. proliferatum -+ + + + + 0 -

F. oxysporum - - + + * * 0 -
Gibberella moniliformis - % t t + % 0 -
Controle

SDS + o+ + + + o+ 100 %

BH+PS - - - - - - 0 53,03 mN/m
Agua 71,26 mN/m

*SDS = Sodio Dodecil Sulfato foi usado como controle positivo e 0 meio BH+PS=Petrdleo sem o fungo, foi usado
como controle negativo. Hy=altura emulsificada, Ez4 = indice de emulsificagdo em 24h

Discussao

O comportamento dos isolados que cresceram em meio BHcom petréleo pode ser
analisado segundo Jaques (2007); Maciel et al., (2013) e Cruz et al., (2014) onde, tanto fungos
como bactérias podem ser biodegradadores de hidrocarbonetos. Os micro-organismos que
apresentam sucesso no processo de degradacdo desses compostos devem produzir enzimas
capazes de utilizar as complexas moléculas do petréleo em produtos intermediarios de suas rotas
metabolicas. Neste caso os fungos teriam duas rotas metabdlicas uma ndo-lignolitica e a
lignolitica; & exemplo dos fungos Cunninghamella elegans, e o fungo Pleurotus ostreatus,
Aspergillus fumigatose C. Lunataja estudados como degradadores de petroleo e seus derivados
(Paraszkiewicz, et al., 2001; Jaques et al.,2007; Bhatt et al., 2012).
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Junior et al., (2012) destacaram que fungos do género Phomasdo bons produtores de lacase,
enzima do grupo dasfenoloxidades capazes debiodegradar compostos fendlicos e
hidrocarbonetos; Carneiro (2010) corrobora com essa visdo em um importante trabalho sobre
biorremediacgdo, utilizando micro-organismos na metabolizacdo de varios compostos tdxicos,
dentre eles o petroleo.

Harms (2011) relatou que culturas do género Rhizopus s&o potenciais
degradadores de HPAs, o que de certa forma pode explicar o aparecimento de espécies deste
género nos testes de selecdo usando meio BH mais petroleo (Tabela 1). Balaji et al,(2015), em
trabalho realizado na india, citaram Aspergillus, Curvularia, Drechslera, Fusarium,
Lasiodiplodia, Mucor, Penicillium, Rhizopus eTrichoderma, isolados de solo contaminado por
petréleo. Percebe-se que a maioria dos géneros citados, também foram encontrados no presente
trabalho (Tabela 1), indicando o potencial na producdo de enzimas, que podem ser aplicado para
degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados.

O fungo filamentosoC. Clavata citado por Neoh et al, (2014) e Neoh et al.,(2015)
como biorremediador de efluentes da inddstria de palma e produtora de enzimas lignoliticas,
além de altareducdodecompostos polifenolicos. A desintoxicacdodo efluenteindica a adequacao
de C.clavata na biorremediacdo de efluentes orgénicos, essse fato é importante, pois pode
direcionar futuros trabalhos utilizando fungos isolados nesta pesquisa, em processos
semelhantes.

Os fungos isolados da Amazénia assemelham-se em relacdo ao tempo de
oxidacdo do DCPIP, com o trabalho de Maciel et al, (2013), que observaram os tempos de 14 e
25 horas para os fungos que promoveram a descoloracéo do indofenol. Os isolados de macrofitas
promoveram descoloracdo em 24horas. No trabalho de Luz et al., (2011), o tempo de reacgdo de
oxidacdo ao indofenol foi de 96horas. Maciel et al, (2013) destacaram que os isolados
responsaveis pela degradacdo: P. aurantiogriseum, P. corylophilume P. griseofulvum. Outras
espécies deste género isolados de macrofitas constam (Tabela 2).

Para Silva e Esposito (2004) a degradacdo de poluentes é realizada pelo sistema
enzimatico intracelular citocromo P450 monoxigenase que transforma produtos sollveis em
agua em menos toxicos, levando ao processo de destoxificagdo. Provavelmente essas enzimas
estdo envolvidas nesse processo. Esses autores relataram que Trichoderma e Fusarium em solos
contaminados por petréleo; F. fujikuroi e F. oxysporum foram isolados de macréfitas em

ambiente contaminado por petroleo.
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Quanto a produgdo de biossurfactantes embora os fungos filamentosos tenham
crescido em meio BHcom petr6leo, como Unica fonte de carbono, a maioria ndo foi capaz de
produzi-lo por meio dos testes seletivos como colapso da gota, indice de emulsificacdo e no teste
de tensdo superficial.

Phomasp. (S31) foi o Unico capaz de produzir colapso da gota de petrdleo em
menos de 1 min, assim como mostrou indice de emulsificacdo del,5 cm ou 52%, frente
aopetroleo e ao diesel, este indice é considerado moderado, segundo Jaquiche-Matssuraet
al.,(2014); além disso produziu tensdo superficial de 51,03 mN/m.

Esse fungo  possui propriedade emulsificante, porém baixa capacidade de
reducdo da tensdo superficial em relacdo ao controle(53,03mN/m) e maior capacidade de
reducdo de tensdo superficial em relacdo a agua (72,01mN/m) (Tabela 3).Talvez a baixa tensao
superficial seja devido a dificuldade de utilizacdo do hidrocarboneto presente no 6leo diesel para
a sintese de biossurfactantes (Decesaro et al.,2013). Por outro lado, é provavel que pelos testes
realizados o biossurfactante presente no substrato do fungo, seja de alto peso molecular o que
explicaria de fato a baixa tensdo superficial e a presenca de propriedade estabilizante do dleo
diesel (Bento et al, 2008).

A emulsdo formada foi do tipo A/O, sugerindo que 0s compostos organicos
presentes nesse emulsificante, possuem caracteristicas hidrofilicas devido a formacao da emulséo
se dar sempre entre a agua e 0 Oleo diesel ou petroleo. Esta caracteristica € importante na
biorremediacdo de poluentes, pois pode auxiliar no processo de bioaumentacdo ou
bioestimulacdo, facilitando o crescimento fisiolégico de outros micro-organismos no meio
contaminado com hidrocarbonetos do petrleo (Nitschke e Pastore, 2002; Deon et al.,2012;
Jackisch-Matsuuraet al., 2014). Esses autores também citaram a dificuldade de se encontrar
fungos filamentosos como bons produtores de biossurfactantese com capacidade de reduzir a
tensdo superficial, fato este observado nesta pesquisa. Por outro lado, a produgdo de
bioemulsificante por fungos e bactérias podem ser utilizados em diversas aplica¢des tais como:
industria de alimentos, industria de fabricacéo de tintas, entre outras (Bezerra et al., 2012).

Herathet al. (2009) identificaram um composto lipopeptidico de estrutura ciclica a
isolado de Phoma sp, classificado como Phoma fungy, que se mostrou eficiente como
antifangico em diversos testes realizados.Com excecdo do trabalho de Herath et al., (2009), ndo
hé citacdo de Phoma sp. como produtor de biossurfactante ou bioemulsificante, o que indica a

realizacdo de estudos futuros como Phoma sp. (S31) associado a producgédo de biossurfactantes
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envolvendo espécies de Phoma, principalmente no que diz respeito ao cultivo em diferentes
fontes de carbono, para que possa expressar a producdo de compostos secundarios envolvidos,

tanto na emulsificacdo como na diminuicao da tenséo superficial.

Conclusdes
Todos os fungos identificados mostraram-se promissores na degradacdo do
petrdleo e de diesel.
E necessario um aprofundamento em relagdo a producfo enzimatica por esses
fungos visando prospectar enzimas de interesse comercial que estejam relacionadas a
biodegradacdo de petroleo e seus derivados, principalmente com relacdo a producdo de

biossurfactantes pelo Phoma sp.
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