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A poluicdo por 6leo diesel causa impacto ambiemakte contexto objetivou-se selecionar fungos que
utilizem este petroderivado como fonte de carbtmamsformando-o pela producao de lignina peroxidase
Foram selecionados microrganismos isolados de sloloRio Beberibe-Recife-Pe produtores de
polifenoloxidases, sendo otimizadas as condicdesultvo para a producdo da enzima através de
Planejamento Experimental Fatorial Fracionado cugagveis avaliadas foram: ferro, glicose, indcelo
% diesel. Cerca de 56% dos fungos foram produttegsolifenoloxidases. A maior producgéo de lignina
peroxidase foi 3042 U/L e a glicose foi o Unicoofatue influenciou na produgdo da enzima. Estes
resultados séo indicativos do uso potencial desteonganismo para compor novas tecnologias para
tratamentos de residuos recalcitrantes.
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The diesel pollution causes environmental impatthils context the objective was select fungi s
this petroderivative as carbon sources, transfagniininto the production of lignin peroxidase. We
selected microorganisms isolated from soil of BédgeRiver-Recife-Pe polyphenol producers, and the
optimal growing conditions for enzyme production Byactional Factorial Design whose variables
evaluated were: iron, glucose, inoculum and % didgsout 56% of fungi were producers of polyphenol,
the higher production of lignin peroxidase was 3Q4R and glucose was the only factor that influehce
the production of the enzyme. These results arigatide of the potential use of this microorganitm
compose new technologies for treatment of recaluitresidues.
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1. INTRODUCAO

Volumes elevados de petréleo e derivados sdo uidds nos ecossistemas, em especial nas
etapas que envolvem a cadeia produtiva do peto@lem o transporte e 0 armazenamento [1].
O 6leo diesel € o derivado do petrdleo mais utlizano mundo, sendo formado por uma
mistura complexa de hidrocarbonetos como alcanosméaicos policiclicos e baixas
concentracdes de enxofre, nitrogénio e oxigénié@male metais como chumbo, niquel, sédio,
célcio, cobre e uranio [2].

Em casos de contaminagcdo ambiental, sdo utilizlidassas estratégias de tratamento, sendo
a biorremediacdo uma das alternativas que se des&m virtude do reduzido impacto ao meio
ambiente. Neste processo, utilizam-se microrgarésnsom capacidade metabdlica de
transformar ou degradar estes compostos [3].

Os fungos filamentosos tém se destacado nestegesgasc de biodegradacdo por sua
capacidade de metabolizar polimeros complexos dudrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) e esta capacidade se deve a producdo dmaneixtracelulares nao especificas, tais
como lignina peroxidases, manganés peroxidasesasds, utilizadas na oxidagéo da lignina,
um polimero que também apresenta estruturas acasatariaveis [4, 5, 6].

A lignina peroxidase (LiP), comumente isolada deghs de degradacdo branca (podridao
branca ou clara) e de degradagdo parda (podridé&ta)pa@ uma glicoproteina hémica que
catalisa uma variedade de compostos fendlicosfar@icos, hidratos de carbono aromaticos e
outros compostos que se encontram também na cagépasd oleo diesel [7,8].
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Neste contexto, o presente trabalho objetiva smacium fungo potencialmente produtor de
lignina peroxidase, bem como otimizar as condig@ea producdo da mesma.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados inicialmente trinta e sete funijtzsnentosos isolados do solo da margem
do Rio Beberibe-Recife-PE. Estes microrganismaanfioidentificados por numeracéo crescente
de um a 37. Atualmente, estes fungos encontramasgidns em meio extrato de malte Agar
(MEA) na Colecado de Culturas do Departamento debiiticos da Universidade Federal de
Pernambuco.

Para selecionar os fungos potencialmente produtdassenzimas polifenoloxidases, foi
usado o meio sélido Bushnell Hass, acrescido cofmo4 de &cido galico (acido 3,4,5-
trihidroxibenzoéico) [9]. Nestas condicGes, os funflaram incubados a 30°Cl e ao longo de
cinco dias foi observada a formagcdo do halo emotata micélio com coloracdo ambar
caracteristico da "Reacdo de Bavendamm® [10].

Apoés esta selecao inicial, os fungos com potem@ah a producdo de polifenoloxidases
foram cultivados em meio Agar malte por 5 dias.aRoinoculados trés discos de gelose de
micélio (6 mm de didmetro) de cada fungo, foramgferidos para frascos de Erlenmeyer (250
mL) contendo 50 mL de solucédo de Manachini [11gsacida de acido galico 0,5% e incubados
durante 72 horas a 30°€C1 em condicdo estatica. Apds esse periodo, ast@mdsram
filtradas e o extrato enzimatico submetido a aeétla atividade da lignina peroxidase, de
acordo com Maciekt al (2010) [12]. A oxidacdo do alcool veratrilico feerificada pela
mistura reativa composta por 1mL de tampédo tadadat sédio 125mM pH3.0, 500 pL de
alcool veratrilico 10mM, 500 pL de peroxido de bggnio 2mM e 500 pL de extrato
enzimético. A reacdo foi iniciada pela adicdo deoxido de hidrogénio e a aparéncia do
aldeido veratrilico foi determinada a 310nm.

Os fungos produtores de lignina peroxidase foraaliados quanto a sua capacidade de
produzir a enzima utilizando o 6leo diesel comossnalto. Para isto, trés discos de gelose (6mm
de didmetro) contendo micélio de fungo previamenéscido em meio extrato de malte Agar,
foram inoculados em frascos de Erlenmeyer contés@lanl de solu¢cdo de Manachini,
acrescido de 1% de dleo diesel e incubados dur@nteras a 30°C 1 em condic&o estéatica.
Apbs esse periodo, as amostras de cada frasco filiraulas e com o extrato enzimatico foi
avaliada a atividade da lignina peroxidase [12pl€d Diesel utilizado foi cedido pela Petrobras
Transporte S.A. - TRANSPETRO.

O fungo que apresentou uma maior producdo da erzgnana Peroxidase na presenca do
Oleo diesel foi selecionado para otimizacdo daygad da mesma. Para isto foi aplicado um
Planejamento Experimental Fatorial Fracionadd)(2om dois niveis -1 e +1, e trés repeticbes
nos pontos centrais gerando onze condigdes expearmebtidas pelo software Statistica 6.0
(Tabela 1). As variaveis foram: concentracdo deetdoférrico (FeG)), concentracdo de dleo
diesel, concentracdo de glicose, e quantidadedtrilim fGngico como variaveis independentes
e producgdo da enzima Lignina Peroxidase como \ariégpostal odos os experimentos foram
realizados em frascos Erlenmeyer contendo meio riglisidass com as concentragbes e
condicBes estabelecidas de acordo com o planejaragpéerimental.
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Tabela 1-Matriz experimental do Planejamento Fatorial Fracalo (2
Valores Reais Valores codificados

FeCk Glicose Inoculo Diesel FeCk Glicose Inoculo Diesel

Experimentos @ (06mm) (m) (@ (9 (0.6mm) (m)

1 0 0 1 1 1 1 1 1
2 0,01 0 1 5 1 1 -1 1
3 0 0,5 1 5 1 1 1 1
4 0,01 0,5 1 1 1 1 -1 1
5 0 0 5 5 1 1 1 1
6 0,01 0 5 1 1 1 1 1
7 0 0,5 5 1 -1 1 1 1
8 0,01 0,5 5 5 1 1 1 1
9 (C) 0,005 0,25 3 3 0 0 0 0
10 (C) 0,005 0,25 3 3 0 0 0 0
11 (C) 0,005 0,25 3 3 0 0 0 0

Os resultados obtidos foram analisados atravéseske t de Student com o auxilio do
software Statistica 6.0. Uma forma de identifioarusn dado fator estudado ou interacéo entre
os fatores sdo ou nao significativos no procesasiste na andlise dele Student

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Pouco mais da metade dos fungos (56,75%) foramupooes de polifenoloxidases. A
literatura aponta outros autores que selecionaraororganismos produtores de lignina
peroxidase utilizando &cido galico como substrat@ perificacdo da “Reac¢do de Bavendamm”
[12, 13]

Apos verificar os fungos promissores quanto a pgaduas polifenoloxidases, foi realizado
a selecdo quantitativa. Dos vinte e dois fungoscgmhados previamente, sete fungos se
destacaram com produgao de lignina peroxidase adend000U/L. Estes resultados foram
analisados com base na analise de varidncia @statisalizada através do testde Student
com o auxilio do software Statistica 6.0 cpm0,05. A investigacdo da producdo de lignina
peroxidase para selecionar os fungos mais promssdilizando um substrato padréo se torna
importante para a comprovacdo da utilizacdo do tsaibsxenobidtico como indutor da
producdo destas enzimas. Sougl al, (2008) [14] selecionou fungos produtores de
fenoloxidases utilizando solugdo de Manachini careld de trigo (0,5%) como substrato
indutor e obtiveram 30 fungos produtores das erzima

Dentre os fungos que apresentaram um maior potadeiproduzir a enzima, os sete foram
selecionados para a producéo enzimética utilizand@enobidtico como substrato. Na figura 1
pode-se observar a producéo de lignina peroxidade & dias de incubacéo utilizando o dleo
diesel. O fungo que demonstrou um maior poten@apmducdo da enzima em estudo foi o
FDG 08 com atividade de 2132U/L de enzima. Apesaprdducdo enzimatica ter sido maior
quando utilizou-se acido galico como substratoleo diesel por ser um xenobiético formado
por uma mistura complexa de hidrocarbonetos, reptasum substrato indutor da producao de
lignina peroxidase e evidencia o potencial destegds em produzir a enzima em diferentes
substratos. De acordo com Siha al, (2003) a secrecdo dessas enzimas por fungos,
provavelmente resulta de modificacfes fisiologicasmcteristicas de mudanca do metabolismo
primario para secundario sob diferentes condig8addgicas e tipo de substrato [15].
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Figura 1— Atividade da Lignina Peroxidase para os fungosa@etedos apds 3 dias de incubagéo
utilizando o 6leo diesel como substrato. * = p €2,

ApoOs andlise estatistica dos resultados da atieidkd enzima Lignina Peroxidase pelos
fungos selecionados, os parametros significativcenfi considerados, quando menores que 2%.
Observou-se que ocorreu diferenca estatisticafisigtiva entre o fungo FDG8 e os demais
fungos testado9(< 0,02). Utilizando a mesma metodologia empregeee trabalho, Maciel
et al (2010) [12], investigaram a producéo de lignireropidase por fungos isolados de
ambientes contaminados com petroderivados em spldedManachini obtendo valores de
atividade enziméatica entre 94 e 144U/L, bem infesoaos encontrados no corrente trabalho.
Caso esse valor calculado seja maior que o tahetadende-se que este fator ou interacdo é
importante [16].

A analise estatistica dos resultados obtidos noefdanento experimental revelou que nos
experimento®ito e noveocorreram a maior producéo de lignina peroxida8d2U/L — sétimo
dia e 2997U/L- quinto dia, respectivamente (figdja Para o experimentuto, verificou-se
que para obtencdo da maior producdo possivel, eriexgnto deveria ser conduzido até o
sétimo dia 1p=0,00023). Como ndo houve diferenca estatisticae et resultados obtidos no
experimentooito e nove(p = 0,46570), ambas as condi¢Bes sdo favoraveisappraducdo de
lignina peroxidase. Analisando-se entdo a efetiléddo processo, as condicbes do experimento
novesao mais indicadas pois os constituintes do meicuttivo Bushnell Hass estéo reduzidos
a metade, utiliza-se bem como menos indculo e IdiE&sas caracteristicas associadas a
somente 5 dias de processo constituiriam vantagaress um processo de produgdo em larga
escala. Os efeitos sdo definidos através da mudaayada na resposta quando esta se move
do nivel baixo (-1) para o nivel alto (+1). Essésites podem ser classificados em duas
categorias: efeitos principais e efeitos de in&@wgd7]. Como previsto, 0s experimentos nove,
dez e onze apresentaram resultados semelhantesygpoesentavam os pontos centrais do
planejamento preconizando as mesmas condicdes.
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Figura 2— Atividade total da enzima Lignina Peroxidase pradazelo fungo selecionado nos onze
experimentos estabelecidos pelo planejamento erpatal do terceiro ao sétimo dia de processo.

Também de acordo com as andlises estatisticas lmuaimento da sintese enzimética na
presenca de glicose, confirmando que esse substmatobui positivamente para a produgéo da
enzima. Varios autores estudaram o efeito de difesefontes de carbono como glicose,
glicerol, xilose e dextrana e verificaram que a&age foi a melhor fonte de carbono para a
producdo de fenoloxidases pbrametessp. [18]. Com o proposito de compreender melhor o
que foi dito nos paragrafos anteriores, é apredentagrafico de Pareto no quadro 1. Nesse
grafico podemos observar que além da glicose sariavel que influencia no processo de
sintese enzimédtica, ela age de modo positivo paeaisso ocorra. Isso significa dizer que a
concentracdo de glicose é significativa no processe ao passar do nivel menor para o maior
obtém-se um acréscimo na producdo enzimatica et pelo valor 4,731126. Ao passo
que o teor de 6leo Diesel, Fg@ in6culo ndo foram significativos. Este fendbmeuoale ser
explicado pois a glicose é a fonte de carbono mogiizado pelo diversos grupos de
microrganismos, tanto no crescimento como co-faiozimatico na producdo de diversas
enzimas. Como as enzimas do aparato lignoliticoeassociadas ao metabolismo primario a
glicose € um fator determinate para uma boa praddgd mesmas.

Os hidrocarbonetos podem servir como fonte de carbpara o desenvolvimento de
microrganismos. No entanto h& a necessidade desoutitrientes, como glicose, nitrogénio e o
fésforo e micronutrientes, como enxofre, ferro, négjo, calcio e sddio. A disponibilidade
desses elementos varia em diferentes ambientedesmpser adicionados para estimular o co-
metabolismo, otimizando dessa forma a biodegradd€oAroraet al.,(2001) [20], obtiveram
cerca de 0.39 U/mL a 0.94 U/mL de lignina peroxidasrPhanerochaette chrysosporiuio
presente trabalho, com fungos filamentosos, foratidos valores maiores tais como 3042 U/L.
Como também neste trabalho obtivemos atividadesnétizas maiores, em um periodo de
apenas 5 dias de incubacéo e utilizando 6leo Diesekntanto, Silvat al, (2007) [21], ao
estudar a capacidade de biodegradacdo de residwm®las por fungos basidiomicetos,
linhagens pertencentes ao génleurotus spobservaram que a atividade maxima foi de 2,50
U/L em um periodo de 60 dias de incubacéo, coresidier que as linhagens apresentaram baixa
atividade.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: LiP5dia
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Quadro 1- Gréfico de Pareto cuja variavel dependeht producao enzimatica de Lignina Peroxidase.

4. CONCLUSAO

Os fungos isolados do solo do Rio Beberibe aprasemgotencial biotecnologico para a
producdo de enzimas polifenoloxidases. O 6leo Hieseutilizado por alguns fungos como
substrato indutor na producao de lignina peroxidese destaque para o fungo FDG 8 que foi
considerado o melhor produtor desta enzima. Comlanefamento fatorial, foi possivel
determinar que a adi¢cdo de glicose ao processogyeamuma otimizagdo na producdo da
enzima por este fungo, enquanto que o ferro e iagZr nas concentracdes do inéculo ou do
diesel ndo influenciaram. O fungo FDG 8 se mospmmissor para a producdo de Lignina
peroxidase utilizando o 6leo diesel como substeaéoindicado para a produgdo desta enzima
em larga escala, bem como a estudos posterioresuiwos substratos xenobioticos, a fim de se
caracterizar sua versatilidade metabalica.
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