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RESUMO

r

Umas das biotecnologias envolvidas na quimica verde ¢ a biotransformacdo, que estd
amplamente ligada as sinteses organicas. Logo, o método ¢ alternativo para a producao de
compostos bioativos, afirmando — se a reducdo de reagentes toxicos. A biotransformacao
ganhou forca na area industrial, principalmente na quimica e farmacéutica, pelas capacidades
de novas rotas metabolicas por um menor custo, utilizando microrganismos. Outra
biotecnologia utilizando microrganismo ¢ a biorremediacio que buscam meios
biotecnologicos para a recuperacdo da area degradada por contaminantes, ocasionados
principalmente devido ao desmedido crescimento populacional e ao aumento da atividade
industrial. E uma técnica sustentavel que pode ser considerada segura, menos onerosa e
agressiva ao meio. Isto posto, o trabalho realizou estudos com as linhagens fingicas P1Z1Ms e
P»7,B1, isoladas da area de minera¢dao. Com intuito de avaliar o crescimento macroscopico no
meio de cultura BDA contendo os ions metalicos, Cu®*, Pb*" e Cr®" nas concentracdes 0, 100,
500 e 1000 ppm, apos 15 dias. Também foi analisado o potencial de biotransformagao da
linhagem fungica P.Z>B; frente ao substrato S3P. Apds todas as analises experimentais,
identificou - se que o percentual de inibicdo de crescimento foi evidente em todos os ions
metélicos, principalmente no Cr®" com 100% de inibigdo nas duas linhagens. Em relagio aos
outros metais pesados, houve a inibi¢ao de crescimento em altas concentragdes. A andlise dos
espectros de RMN 'H observou — se a biotransformacio do substrato, estes resultados foram
confirmados pela anélise de CG-EM, onde foi possivel observar no espectro o pico m/z 298,
que equivale a massa final do produto, levando-nos a inferir que houve uma reacdo de
reducdo da ligagdo dupla. Logo, o trabalho de pesquisa concluiu — se como todos objetivos

propostos, nas analises de toxicidade e na biotransformagao do substrato sintético S3P.

Palavras-chave: biotecnologias; biorremediagao; biotransformagao; microrganismo.



ABSTRACT

One of the biotechnologies involved in green chemistry is biotransformation, which is largely
linked to organic syntheses. Therefore, the method is an alternative for the production of
bioactive compounds, affirming the reduction of toxic reagents. Biotransformation has gained
strength in the industrial area, especially in chemistry and pharmaceuticals, by the capabilities
of new metabolic routes at a lower cost, using microorganisms. Another biotechnology using
microorganisms is the bioremediation that seeks biotechnological means for the recovery of
the area degraded by contaminants, caused mainly due to unrestrained population growth and
increased industrial activity. It is a sustainable technique that can be considered safe, less
expensive, and aggressive to the environment. This being said, this work carried out studies
with the fungal strains P1Z1M4 and P2Z,B\, isolated from the mining area. In order to evaluate
the macroscopic growth in BDA culture medium containing the metal ions, Cu®*, Pb*" and
Cr6+ in concentrations of 0, 100, 500 and 1000 ppm, after 15 days. The biotransformation
potential of the fungal strain P>Z>B against the substrate S3P was also analyzed. After all the
experimental analyses, it was found that the percentage of growth inhibition was evident in all
metal ions, especially Cr%" with 100% inhibition in both strains. In relation to the other heavy
metals, there was growth inhibition at high concentrations. The analysis of the IH NMR
spectra observed the biotransformation of the substrate, these results were confirmed by the
GC-MS analysis, where it was possible to observe in the spectrum the peak m/z 298, which is
equivalent to the final mass of the product, leading us to infer that there was a reduction
reaction of the double bond. Therefore, the research work was concluded as all the proposed

objectives, in the analyses of toxicity and biotransformation of the synthetic substrate S3P.

Keywords: biotechnologies; bioremediation; biotransformation; microorganism.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as tecnologias que empregam organismos vivos, animais e vegetais,
tém salientado como um método renovador, pouco custoso e ecologicamente correto. Deste
modo, a biotecnologia ambiental apresenta — se com possibilidades eficientes para reverter os
problemas ocasionados pela ag¢do antropica e os processos produtivos. Além disso, o
emprego das técnicas relacionadas com a biotecnologia ambiental ¢ importante para propagar
tratamentos alternativos de regeneragdo ambiental com baixo custo energético (DINIZ;

LIMA, 2021).

As acdes antrOpicas resultam em excessos de contaminantes e toxicidade, que,
constantemente, excedem a tolerancia do meio ambiente de recuperar - se (DINIZ; PEREIRA;
SINOPOLIS-GIGLIOLLI, 2020). A decorréncia dessas atividades pode ser observada tanto
nas paisagens naturais, quanto nas agricolas, onde as mudangas nas condig¢des abidticas
expdem negativamente os microbios, animal e vegetal, e, a saude humana, a seguranca

alimentar e a biodiversidade (ZHANG; LI; ZHU, 2018).

A biotecnologia ambiental tem apresentado uma grande visibilidade devido ao seu
potencial em auxiliar na prevencdo, deteccdo e remediacdo da poluicdo ambiental e a
degradagdo de residuos, que proporciona a protecdo ambiental integralizada e associada ao

desenvolvimento sustentavel (SINGH, 2017; FLORENCIO ET AL., 2019).

Os fungos, sdo organismos extremamente importantes, pela correlacio com a
biotecnologia ambiental, pois, sdo empregados na produgdo de alimentos, exemplo, produtos
fermentados e bebidas alcodlicas, além, da sua contribui¢ao na industria farmacéutica, nos
processos de biodegradagao e tratamentos biologicos, desempenhando atividade enzimatica e
na biotransformac¢do. Os mesmos, ainda sdo importantes no processo de biorremediagdo,
sendo empregados no equilibrio de areas agricolas e ecologicas, ou seja, degradando

substancias toxicas (ABREU, ROVIDA & PAMPHILE, 2015).

Os processos de biorremediagdo ocorrem de forma natural e de baixo custo, ¢ desde o
século XX os fungos sdo empregados nesse papel de biorremediador em areas contaminadas
por metais pesados, esta técnica, evita o uso de ferramentas que oferegam riscos,
proporcionando menor impacto ao meio ambiente (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO,
2005; SOARES, et al., 2011).
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A aplicacdo dos microrganismos em processos biotecnoldgicos ¢ ampla. Outro
processo muito utilizado para produgdes de produtos (compostos) modificados, com a
perspectiva de aumentar o leque de substancias bioativas, sdo reacdes de biocatilise ou
biotransformacdo, que sdo mediadas por enzimas e microrganismos, € representam uma
extensdo das rotas classicas de sintese com reducdes significativas nos impactos ambientais
gerados pelos processos classicos. Essa biotecnologia ¢ bastante usada de forma eficaz para
realizar uma gama de transformacdes quimicas que permitem a preparagdo de diferentes

grupos de compostos organicos (SCHAEFER, 2015).

Sendo assim, o estudo com linhagens flngicas capazes de biorremediar ou

biotransformar substancias quimicas, tornou — se uma area muito promissora.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade das linhagens fungicas, P1Z1M4 e P»Z,B;, isoladas da area de
mineracdo, frente a diferentes concentracdes de metais pesados e o potencial de

biotransformagao estrutural do substrato sintético S3P.
2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar as linhagens fuingicas para o estudo;

Avaliar o desenvolvimento do crescimento macroscopico das linhagens fiingicas no meio

de cultura BDA contendo metais pesados;

e Avaliar o desenvolvimento das linhagens flingicas em meio de cultura rico em metais
pesados;

® Analisar a inibi¢do do crescimento micelial (PIC) das linhagens P1Z1M4 e P2Z;B; frente a
metais pesados;

e Avaliar o potencial de biotransformag¢do da linhagem fungica P»Z>B; frente ao substrato

S3P;

e Analisar por CG — EM e RMN 'H os possiveis produtos de biotransformacio.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos
3.1.1 Biodiversidade e caracteristicas

Os microrganismos, sdo seres vivos minusculos que s3o, em geral, individualmente
muito pequenos para serem visualizados a olho nu. O grupo inclui bactérias, fungos
(leveduras e bolores), protozodrios e algas microscopicas. A tendéncia € associar esses
microrganismos apenas a infec¢des incomodas, a transtornos comuns, como alimentos
deteriorados, ou a outras doencas mais severas. O uso de organismos celulares para o
desenvolvimento de processos e produtos de interesse econdmico, € principalmente, os
fungos, tém contribuido fundamentalmente com a populagdo nas mais diversas aplicagdes

(SILVA; MALTA, 2017; apud. AZEVEDO, 2011).

Os organismos do Reino Fungi, podem ser unicelulares ou multicelulares, possuindo
um nucleo distinto contendo material genético celular (DNA) e sdo heterotréficos com
nutri¢ao absortiva e reserva energética de glicogénio. Os fungos especialmente, ndo realizam
fotossintese, e tém paredes celulares compostas principalmente de uma substancia

denominada quitina (SANTOS, 2015).

Os fungos mais comuns sdo os bolores ou filamentosos, que consiste na sua
morfologia longos filamentos de células conectadas, que sdo denominadas hifas. As hifas,
contém paredes cruzadas, chamadas septos, que dividem as hifas em unidades semelhantes a
células uninucleadas (um nucleo) distintas. Essas hifas sdo chamadas de hifas septadas
(Figura la, p.21). Em algumas poucas classes de fungos, as hifas ndo contém septos e
apresentam como células longas e continuas com muitos nucleos. Sdo denominadas hifas
cenociticas (Figura 1b, p. 21). Quando um fragmento ¢ quebrado, a hifa ¢ capaz de
desenvolver — se novamente (Figura Ic, p. 21) (SANTOS, 2015; TORTORA, FUNKE;
CASE, 2017).
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Figura 1 - Caracteristicas das hifas dos fungos. (a) As hifas septadas tém paredes cruzadas, ou septos, dividindo
a hifa em unidades semelhantes a células. (b) As hifas cenociticas ndo tém septos. (c) As hifas crescem pelo
alongamento de suas extremidades.

___ Parede _{
celular

= +—Septo

(a) Hifa sepiada (b) Hifa cenocitica (c) Crescimento de uma hifa a partir de um esporo

Fonte: TORTORA, FUNKE; CASE, 2017.

De acordo com Tortora, Funke e Case (2017, p. 322), sobre as hifas aéreas e

vegetativas:

A porg¢do de uma hifa que obtém nutrientes ¢ chamada de hifa vegetativa; a porgéo
envolvida com a reproducéo ¢ a hifa reprodutiva ou aérea, assim chamada porque se
projeta acima da superficic do meio sobre a qual o fungo estd crescendo. [...]
Quando as condi¢gdes ambientais, se tornam favoraveis, as hifas crescem e formam
uma massa filamentosa, chamada de micélio, visivel a olho nu (TORTORA,

FUNKE; CASE, 2017, p. 322).

Os fundamentos da classificagdo taxondmica dos fungos estdo relacionados,
principalmente, a reproducdo sexuada. Contudo, quando a forma de reproducdo sexuada ndo
¢ observada, a classificagdo ¢ baseada na reproducdao assexuada. O processo reprodutivo
assexuado pode ocorrer por fragmentagdo das hifas do micélio ou por esporos assexuais
produzidos por mitose nas proprias hifas ou a partir de hifas especializadas (OLIVEIRA,
2014).

Alguns fungos sdo saprofitos, ou seja, fazem o papel de reciclagem da matéria
organica, liberando nutrientes para serem absorvidos por seres produtores. Outros fungos sao
simbiontes, onde estabelecem relagdes harmodnicas com outros seres vivos que podem ser
plantas, algas ou cianobactérias. Outros, ainda podem estabelecer relagdes desarmonicas,

parasitas, prejudicando-os, ou provocando doencas (EVERT, et al., 2014).
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3.1.2 Aplicacio dos fungos na biotecnologia

Os fungos sdo organismos muitos importantes, ndo somente devido a seu papel vital
no ecossistema, mas também por causa da sua influéncia sobre os seres humanos e em
atividades relacionadas. Logo desempenham um papel crucial pela producdo de alimentos,
nos produtos para saide e na reciclagem de compostos da biosfera. Alguns fungos sdo
comercializados, enquanto outros sdo potencialmente valiosos em biotecnologia (ABREU,

ROVIDA & PAMPHILE, 2015).

Um dos fatores que tém maior impacto no meio ambiente sdo as atividades de
mineragdo (LOZANO, 2006). A exploragdo dessas areas, degradam a vegetagdo natural,
devido a grande movimentagao, ocasionando um grande acréscimo no volume de rejeitos. Em
alguns casos, a perturbagdo da vegetagado, eleva o nivel de metais pesados no solo, causando
distirbios no local, afetando os microrganismos, vegetacdo e os processos funcionais do

ecossistema (SILVA et al., 2001).

Processo que controla esse disturbio ¢ a biorremediagdo que utiliza - se de
microrganismos, plantas ou enzimas para tratar ambientes contaminados. Foi demonstrado
que os fungos podem degradar poluentes xenobioticos nocivos (ABEDINZADEH et al.,
2018). De acordo com Zhang et al. (2018), Além de remediar, os fungos ainda sdo capazes de
aumentar ¢ melhorar a biodegradacao dos agroquimicos, € que a combinagdo de dois ou mais

fungos (co-remediagdo) geralmente aumenta a eficiéncia do tratamento.

O estudo de microrganismos vem contribuindo com grandes esfor¢cos para a
reabilitacdo das areas degradas com metais pesados e, assim, possibilitar o retorno da
funcionalidade e estabilidade do ecossistema. Os metais pesados e seus compostos podem
interagir com os fungos de varias maneiras, dependendo das caracteristicas do metal,
organismo ¢ do ambiente (ANDRADE et al., 2009). Alguns metais pesados podem ser toxicos
quando presentes em altas concentragdes ¢ em formas disponiveis, podendo ser acumulados

pelos fungos (SANTIAGO, 2006).

A capacidade oxidativa e redutiva dos fungos, ja sdo conhecidas ha muito tempo ¢ sdo
utilizadas em reagdes preparativas. Modelos microbianos tém sido utilizados em estudos de

biotransformacao enantiosseletiva de muitos fairmacos. O uso do microrganismo ¢ vantajoso
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uma vez que apresentam um crescimento rapido e de facil formagdo do sistema

multienzimatico (FORTES, 2013).
3.2 Biorremediacao

O aparecimento de areas degradas no Brasil tem aumentado significativamente ao
longo dos anos, causando muitos danos ao meio ambiente. Na maioria dos casos, a
degradacao esta associada as atividades humanas como mineracdo (acimulos de minério
estéril, e barragens de rejeitos), fundicdo, industrias eletronicas, téxteis e petroquimicas,
consumo de combustiveis fosseis (FERNANDES; SILVA, 2021). Um estudo realizado por
Zhang et al. (2019), detectou uma relacdo significativa entre as concentragdes totais de Zn,
Cu, Cd, As e Ni nos solos agricolas em 58 minas abandonadas de ferro, cobre e chumbo-zinco
na China, mostrando que apos a retirada/exploragdo de minérios, o solo fica extremamente

afetado.

Para o tratamento de areas degradadas, com metais toxicos, desenvolveu-se uma forma
de “limpar” o ambiente natural, chamada de biorremediacio (GAYLARDE, BELLINASO;
MANFIO, 2005). A Biorremediacdo ¢ o processo pelo qual sdo utilizados microrganismos,
como algas, bactérias, fungos e recentemente macroéfitas na degradaciao de contaminantes, que
ganhou destaque na década de 90, em detrimento as técnicas tradicionais, em relagdo a custo
beneficio. Algumas espécies tém se destacado como potenciais auxiliares na degradagdo de
poluentes nos ambientes solo e/ou agua, como exemplo as bactérias Bacillus, Pseudomonas,
Rhodobacter e Achromobacter, que apresentaram capacidade de degradar petrdleo e seus

derivados (FERREIRA, 2020).

Os solos contaminados com ions metéalicos podem ser remediados por técnicas
biologicas ou fisicas, e agrupadas em duas categorias: ex-situ, que requerem a remoc¢ao do
solo contaminado para tratamento dentro ou fora do local e in-situ, que remedia sem a
escavagao do solo contaminado (KHAN et al. 2000). Nos ultimos anos as técnicas in-situ ¢
mais recomendada, pois fornecem menores riscos a0 meio ambiente ¢ economicamente mais
viavel (VERANE et al., 2020). Assim varias técnicas vém sendo utilizadas, para remogdo de

metais pesados do solo, dentre estas, pode-se destacar a utilizagdo microrganismos.
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Viérios sdo os mecanismos pelos quais 0os microrganismos interagem com os metais no
solo, destacando-se dois: a mobilizacao e a imobilizagdo (LACERDA; NAVONI; AMARAL,
2019).

A mobilizagdo dos metais consiste na agdo de microrganismos com capacidades de
converter um metal de um estado insoluvel inicial, correspondente a uma fase sélida, para um

estado soluvel final em fase aquosa (LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019).

J& a imobilizagdo, por sua vez, consiste na agdo de microrganismos que irdo converter
um metal em estado soluvel, em fase aquosa, para um estidgio insoluvel, em fase solida.
Apesar desse método ndo remover totalmente os metais pesados langados no ambiente, ele ¢
considerado uma das principais formas de proteger lencodis fredticos e cadeias alimentares da
acao nociva dos metais pesados. Na imobilizac¢do, se destacam dois mecanismos bdésicos: a

biossor¢ao e a bioacumulagao (LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019).

Na biossor¢do, os microrganismos interagem com o metal pesado presente no meio
ambiente através de componentes da sua parede celular, ou ainda outras estruturas externas da
sua membrana, sem, no entanto, gastar energia, podendo assim ocorrer tanto com o uso de
organismos vivos ou mortos. Dessa forma, o metal associa-se a estrutura do microrganismo,
tendo sua concentragdo reduzida no meio ambiente (LACERDA; NAVONI; AMARAL,
2019).

Ja na bioacumulagdo, ocorre um transporte do metal de fora para dentro do
microrganismo através da sua membrana celular, sendo necessario um gasto de energia e
ocorrendo, desse modo, somente em organismos vivos. Ao final do processo, ha uma
acumulacdo do metal dentro do microrganismo, reduzindo, portanto, os impactos ambientes

da polui¢do e contaminagdo por esses elementos (LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019).

As estratégias para a remog¢do de metais podem envolver a biossor¢ao (uso de
biomassa viva ou morta, livre ou imobilizada, onde os organismos podem estar absorvendo ou
adsorvendo o metal), precipitagdo (em presenca de sulfetos soltiveis), complexagdo (na parede
ou em materiais extracelulares) ¢ enzimas (reducao ou oxidagdo do metal para formas menos

toxicas ou atoxicas), entre outras (CAMARGO et al., 2007).
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A biorremediacdo ¢ um ramo  em expansdo da biotecnologia ambiental
(GAAD, 2000) que utiliza agentes bioldgicos para reduzir o impacto de areas quimicamente
poluidas (Santos et al., 2018). Que emprega técnicas capazes de degradar, mobilizar,
mineralizar, transformar ou remover agentes contaminantes do meio ambiente através de

organismos vivos (LIM, et al., 2016).

De acordo com Azubuike, Chikere e Okpokwasili (2016), a escolha do melhor
método para biorremediagdo deve estar centralizada na natureza do agente poluente, o tipo
de ambiente contaminado, a localizagdo e o nivel de contaminagdo (Figura 2). E os
microrganismos utilizados podem ser autoctones ou aloctones. Os autoctones sdo isolados e
selecionados a partir de amostras do proprio ambiente a ser tratado. Por outro lado, os
aloctones sdo adquiridos em meio de cultura e outras fontes. Além disso, € importante o
conhecimento dos fatores abidticos (textura do solo, o teor de oxigénio, a temperatura, o teor

de nutrientes, pH) para o sucesso da biorremediagdo em solos diferenciados (AGUILAR,
2018).
Figura 2 - Esquema geral das etapas para a defini¢do do processo de biorremediagao.
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(Ex.: solo, sedimento, aquifero)
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Utilizacao de microrganismos

Bioaumentacgio Bioestimulacio
(introdugdo de microrganismos (favorecimento de populagoes de
degradadores) microrganismos autoctones
degradadores)
Autoctone Aléctones
isc o (isolamento e 5
G t)l&[liﬂ‘ill( e lecio d Aplicacio
selecdo de selegac de

microrganismos a  IICIOIZANISMOs a
partir de amostras Partir material ex-

do ambiente a ser Situ disponivels em
tratado) outras fontes)

Monitoramentodo

Estudo de Biossor¢io - i
processoe ajustes

Fonte: CONICELLI, 2017.
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Esta técnica ¢ considerada eficaz por apresentar menor custo € maior eficiéncia na
remogao dos poluentes. E a escolha depende das caracteristicas do solo e dos contaminantes.
Ja que levando em consideragdo que os processos fisico-quimicos sdo caros € pouco
amigaveis, a biorremediacdo microbiana ¢ uma técnica econdOmica € ambientalmente correta
para a remediacdo de solos com metais pesados, além de minimizar o contato com o

contaminante (MISHRA et al., 2017; HAIDER, et al., 2021).

Todavia, areas degradas por influéncia de rejeito de mineragdo, sdo diferentes por
exemplo de area de vinicultura, tanto fisicamente quanto quimicamente, logo, deve considerar
— se a area de descontaminacdo. Areas de rejeito sdo 4areas com substrato, totalmente
desestruturada e impropria para o desenvolvimento de organismos, pois apresentam baixas

concentracdes de nutrientes e altas concentracdes ions metalicos (ANDREAZZA et al., 2013).

Em relacdo a eficiéncia dos microrganismos, o Megharaj et al., (2011), diz — que

Em comparag@o a outros organismos vivos capazes de degradar poluentes organicos,
0s microrganismos sdo os agentes preferenciais para desempenhar a fungdo de
restauradores da qualidade ambiental, devido a alguns aspectos principais. Dentre
eles estdo sua natureza ubiqua, sua ampla diversidade genética e catalitica e
capacidade de atuacdo sob condigdes ambientais extremas (MEGHARAIJ et al.,
2011).

Algumas linhagens fingicas sdo conhecidas por tolerar e desintoxicar metais por
varios mecanismos. Existem vérias vantagens no uso de fungos em detrimento de outros
microrganismos, como, algas e bactérias, na descontamina¢do do ambiente. Os mesmos sao

mais versateis em relacdo a amplitude de substratos que podem usar (IRAM et al., 2012).

Segundo Moreira e Siqueira (2006), as rotas metabdlicas da degradacdo dependem de
um conjunto de fatores determinados pela estrutura quimica funcional do composto, da
capacidade do microrganismo em promover a degradagdo ¢ do ambiente, como tipo de solo,
local alcangado pelo composto, que pode ser de dificil acesso pelo microrganismo, bem como

as condi¢des desse ambiente para o organismo envolvido.

As caracteristicas morfoldgicas e de crescimento dos fungos sdo responsdveis pela
rapida colonizacdo de substratos. Também tém a vantagem de serem relativamente faceis de

cultivar, sendo, assim, ideais para a producdo em larga escala. Outra vantagem ¢ a facilidade
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de separagdo da biomassa flingica por filtracdo, devido a sua estrutura filamentosa. Em
comparagdo com leveduras e bactérias, fungos filamentosos sdo menos sensiveis a variagoes

de nutrientes, aeragio, temperatura e pH (LEITAO, 2009).

O método de biorremediagdo bioldgica visa biodegradar, desintoxicar, ou remover o
contaminante nocivo de uma matriz ambiental, através da aplicagdo de microrganismos com
capacidade de metabolizar o metal pesado (MOREIRA, et al.,, 2016). Em geral, a
biorremediacdo em areas degradadas com metais pesados usa um conjunto de outras técnicas,
como lavagem de solo e fitoextracdo, para promover a solubilizacdo de metais pesados antes

da extragao (LIU et al., 2018).

No entanto, ndo pode se esperar que a agao dos fungos, bactérias, plantas, etc., ou seja,
0s microrganismos sejam imediatos, uma vez que todos os seres vivos tém suas acoes
condicionadas as proprias condig¢des do local afetado. Os fungos em si, apresentam grande
potencial de adaptacdo a presenca de metais pesados em dreas degradadas, resultando uma

atividade notaria na recuperagao do solo contaminado (GAAD, 2000).

3.2.1 Metais pesados

O solo ¢ visto como um meio complexo responsavel por varias funcdes ambientais,
como atividade bioldgica, manutencdo da biodiversidade, sustentabilidade, produtividade,
entre outros (CETIM, 2017; SCOPETANI et al., 2022). Nos paises de grande aumento
populacional relacionado ao seu desenvolvimento, as atividades antropicas e a
industrializacdo ocorrem rapidamente sem regulamentacdo vigorosa para controlar a

exploracao do meio (ABD AL-KHODOR; ALBAYATI, 2020, DANGI, 2019).

Essas atividades antropicas sucedem na liberagdo de poluentes organicos e
inorganicos, como: metais pesados, fertilizantes quimicos e pesticidas, hidrocarbonetos
aromaticos e de petroleo, etc. (XIANG et al., 2022). Um dos elementos nocivos ao solo sdo os
metais pesados, que representa um grande problema global, pois abrange mais 50% dos 10

milhdes de areas degradas, ou seja, ultrapassam o nivel de referéncia (LIU et al., 2018).

Dessa forma, o aumento dessas areas se deve a falta de conhecimento e leis mais
rigidas e protecdo ao meio ambiente. Na mineracdo todas as etapas causam impactos

ambientais, desde a abertura, a averiguacdo até¢ a mina fechada, apos sua exploracdo, com
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danos a vegetacdo, a paisagem, aos recursos hidricos, a fauna e ao solo (FIGUEIREDO,

2000).

Os elementos quimicos presentes na natureza, sdo fundamentais para o organismo
humano por exemplo, ferro (Fe) e zinco (Zn), no entanto sua toxidade se da pelo acimulo
destes no ambiente (solo), provenientes da degradagdo natural das rochas. Devido ao acimulo
destes nos solos, estes sdo considerados os principais agentes contaminantes do meio
ambiente, provenientes dos residuos agricolas, drea de mineragdo e industrias (FERREIRA,

2020).

Os produtos quimicos, como os metais pesados, pesticidas, solventes clorados, entre
outros, tém sido identificados em diversos recursos naturais, tais como o solo, a 4gua e o ar
(MANSOUR; GAD, 2010). Dentre esses poluentes, os metais pesados, ¢ o grande motivo de
preocupagdo para saude humana, por seu alto nivel de toxicidade, mutagenicidade e

carcinogenicidade (LIU et al., 2018; LIM; SCHOENUNG, 2010).

De acordo com Abreu et al., (2001) os principais metais pesados presente no solo e
nos produtos de manuseios da agricultura s3o: Cromo (Cr), cobalto (Co), cadmio (Cd), cobre
(Cu), ferro (Fe), merctrio (Hg), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb), estanho (Sn) e
zinco (Zn). Muitos desses ions metdlicos formam complexos estdveis, mesmo em pequenas

quantidades, podendo ocasionar prejuizos aos animais € vegetais.

Nos ultimos anos, muitas pesquisas foram realizadas para gerenciar a poluigdo
ambiental causada por materiais perigosos, como elementos toxicos que podem ser deletérios
(YAASHIKAA et al., 2022). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (2017), os
metais de cddmio, cromo, cobalto, cobre, chumbo, niquel, mercurio e zinco sdo considerados
preocupantes, mesmo presentes em niveis residuais, sdo toxicos e prejudiciais tanto para a

flora quanto para a fauna (MAHAJAN; KAUSHAL, 2018).

Alguns dos riscos a saude humana associados a toxicidade de metais pesados sdo
distirbios cardiovasculares, efeitos neurologicos, problemas gastrointestinais, insuficiéncia
renal e efeitos carcinogénicos (SHARMA et al., 2016). No entanto, alguns metais como o
cromo, o cobre ¢ o zinco, sdo fundamentais como componentes funcionais e estruturais dos

seres vivos (BENITE et al. 2007; BISINOTI et al. 2004).
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3.3 Biotransformacao

As reagdes de biotransformacdo ou biocatalise sdo ferramentas da biotecnologia da
quimica verde, amplamente utilizadas em sintese organica. Este tipo de processo faz uso de
enzimas purificadas ou células integras, como células microbianas livres ou imobilizadas, e
destaca-se como uma tecnologia suplementar 1util da industria quimica, viabilizando em
alguns casos, reacdes que nao sao facilmente dirigidas pela quimica orgénica classica ou, em
outros casos, incrementando reagdes que podem substituir etapas quimicas severas (VASIC-

RACKI, 2006; HERNAIZ et al., 2010; CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017).

A biotransformagado tem constituido uma area de pesquisa em prospeccao ao longo dos
anos. Nestes tem sido empregadas enzimas de varias fontes, ou seja, microrganismos, células
animais e vegetais, para realizar reagdes em posicdes quimicamente inacessiveis de

compostos organicos (naturais ou sintéticos) (ZAFAR et al., 2012).

O processo de biotransformagdo compreende a conversdo estrutural de determinada
substancia quimica, denominada de substrato, catalisadas por microrganismos, que ao final do
procedimento dar origem a outra substdncia ou modifica consideravelmente as atividades
bioldgicas do substrato (SANTOS, 2017). Ainda possuem atributos benéficos, como a
versatilidade reacional, especificidade, redu¢do no niimero de etapas no processo ¢ alto
rendimento (PERKIS; SIDDIQUI; DEMAIN, 2015; apud. CORTEZA; CASTRO;
ANDRADE, 2017).

O processo de biotransformacdo ¢ diferente da fermentagdo comum em que
determinada substancia ¢ completamente sintetizada por determinado microrganismo
através das diversas rotas metabolicas do microrganismo envolvido. De acordo com a Figura
3, ao realizar pequeno nimero de modificagdes em substincias organicas, geralmente apenas

uma reacao quimica esta envolvida (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012).

Figura 3 - Representacéo simplificada de uma reac@o organica biocatalitica.
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Fonte: OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012.
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A biotransformacdo ¢ um parametro alternativo com um O6timo potencial para a
produgdo de novos compostos bioativos, evidenciando o uso reduzido de reagentes toxicos,
como medida que favorece o meio ambiente e ganha cada vez mais destaque (CAO et al.,
2015). Recentemente, esse processo tem ganhado reconhecimento no meio industrial,
destacando - se a quimica e a area farmacéutica, devido a possibilidade da criacdo de novas
rotas metabolicas, por um menor custo, além de permitir a realizacdo de reagdes que

improvavelmente seriam obtidas de outra forma (POLLARD; WOODLEY, 2006).

Segundo Straathof et. al. (2002), os processos de biotransformacao em nivel industrial
tém apresentado um grande avango nos ultimos anos, evidenciando um grande aumento de
processos utilizados. Na Figura 4, verificar que o setor industrial farmacéutico foi que mais

empregou os processos de biotransformacao.

Figura 4 - Setores industriais que mais utilizam processo de biotransformagdes nos ultimos anos.

Cosméticos Folimeros

Alimentagdo

Nutrigdo Farmacéutico

Aqro
Outros
setores

Fonte: STRAATHOF et al., 2002.

A vista disso, estudos nesta drea tem acarretado investigagdo a respeito do uso de
microrganismo para ocasionar mudangas em substdncias quimicas (FABER, 2011;

SULTANA, 2018).

Nos processos de biotransformagdes, na area da biotecnologia, o wuso de

microrganismo como os fungos, sdo bastantes usados, devido sua capacidade de produzirem
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uma grande diversidade de substincias quimicas, em virtude ao rapido crescimento e

metabolismo, além, de serem utilizados como biocatalizadores (PETERSEN, 2006).

A aplicagdo da biocatdlise, vem por volta de 1858, por Luis Pasteur, realizados pelo
estudo do fungo Penicillium glaucum, onde foi possivel aplicagdo do microrganismo na
biotransformacao para obter o L-tartaro de amonio de DL-tartaro de aménio. Os outros fungos
filamentosos empregados frequentemente de acordo com a literatura em processos de

biotransformag¢do sdo: Aspergilllus, Rhizopus, Fusarium, Mucor e Beauveria

(CAVALCANTE, 2016).

De acordo com Labes e Wendhausen (2008), as reacdes dos processos de
biotransformacgdo estdo correlacionadas a modificacdes de compostos quimicos por meio do
metabolismo de seres vivos, de modo que essas reagdes ocorram com alta especificidade, alta

seletividade e que ndo agridam de forma severa o meio ambiente.



32

4. METODOLOGIA

4.1 Local de pesquisa

O trabalho foi realizado nos laboratorios de ensino, analises quimicas e microbiologia,
pertencentes a Faculdade de Quimica, da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para, em

Maraba, Para.
4.2 Selecao das linhagens

Os fungos foram selecionados da micoteca do Laboratério Microbiologia da
Faculdade de Quimica — UNIFESSPA. Para realizagdo do estudo de toxicidade de metais
pesados selecionou-se as linhagens fingicas de cédigo, P1ZiMs (Primeiro isolado da
profundidade 0-10 cm na concentragio de 10 crescido no meio agar-malte), Figura 5, € a
linhagem P.Z,B; (Primeiro isolado da profundidade 0-10 cm na concentragdo de 107 crescido

no meio BDA), Figura 6, isolada do rejeito de mineragao.

Figura 5 - Desenvolvimento micelial da linhagem P,Z;Ma.

Fonte: Autor, 2022.

Figura 6 - Desenvolvimento micelial da linhagem P»Z,B;.

Fonte: Autor, 2022.
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4.3 Avaliacao da toxicidade dos metais

A metodologia empregada para analisar a toxicidade de metais pesados teve como
embasamento os trabalhos de conclusdao de curso dos autores ALVES (2017), MARQUES
(2018) e SILVA (2018). Logo, as linhagens P1Z1M4 e P»Z>B, isoladas em area de mineracao,
onde existem altas concentracdes de metais pesados, assim pode-se avaliar o possivel
comportamento das cepas em meio de cultivo contendo diferentes concentragdes dos sais

metalicos.
4.3.1 Preparo do meio de cultivo solido

Para o cultivo das linhagens fiingicas, utilizou — se o meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar), seguindo as seguintes propor¢des 24 g de batata inglesa, 2,4 g de dextrose e
2,04 g de agar com 120 mL de dgua destilada. Em seguida, autoclavou — se por 15 minutos, a
temperatura de 120 °C e pressdo 1 atm. Apods o processo de esterilizagdo, verteu — se 0 meio
BDA nas placas de petri na capela de fluxo laminar (Veco@), previamente esterilizadas.
Posteriormente foram colocadas na incubadora B.O.D. (Cientec@) a temperatura 30+2°C

durante 24 horas, para descartar possivel contaminacao das mesmas.

Apbs o periodo de incubagdo, inoculou — se discos de micélios das linhagens fungicas
com auxilio do bisturi estéril, previamente flambado e submergido em alcool 70%, todo o
processo foi realizado em triplicata. Logo apos as placas de petri serem vedadas com papel
filme, foram armazenadas na incubadora B.O.D. (Cientec@) a temperatura 30+2°C, por 7

dias.
4.3.2 Preparo de meio de cultivo sdlido com metais

Para o cultivo das linhagens fiingicas em meio de cultura enriquecido com sal
metalico, preparou — se a solugdo inicial com 240 g de batata inglesa, 24 g de dextrose e 20,4
g de 4dgar com 1200 mL de agua destilada em um Erlenmeyer de 2000 mL. Posteriormente,
transferiu — se 120 mL da solu¢do inicial para um Erlenmeyer de 250 mL para obtencao da
solu¢do controle, ¢ os 1080 mL foi utilizado para o preparo da solugdo com diferentes

concentragdes dos metais, para ambas a linhagens.

Em seguida, ap6s determinar a massa do sal necessaria para preparar as concentragoes

dos ions metalicos, Pb*, Cu*" e Cr®", realizou — se o preparo das solucdes com massa
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especifica de cada sal metalico, previamente calculado, para um volume de 120 mL, 