UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE QUIMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA

MESSIAS SANTOS PASSOS

BIORREMEDIACAO, PERFILAMENTO QUIMICO E BIOTECNOLOGICO DE
FUNGOS FILAMENTOSOS RESISTENTES A CADMIO

SALVADOR
2020



MESSIAS SANTOS PASSOS

BIORREMEDIACAO, PERFILAMENTO QUIMICO E BIOTECNOLOGICO DE
FUNGOS FILAMENTOSOS RESISTENTES A CADMIO

Tese de doutorado, apresentada para o
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal da Bahia, como requisito
parcial para a obtencao do titulo de Doutor em
Quimica Organica.

Orientadora: Dr2. Regina M Geris dos Santos

Coorientador: Dr. Madson de Godoi Pereira

SALVADOR

2020



TERMO DE APROVACAO

MESSIAS SANTOS PASSOS

BIORREMEDIACAO, PERFILAMENTO QUIMICO E BIOTECNOLOGICO DE
FUNGOS FILAMENTOSOS RESISTENTES A CADMIO

Tese apresentada como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em
Quimica Organica, Instituto de Quimica, da Universidade Federal da Bahia.

Aprovada em __ de de 2020.

Prof. Dr2. Regina Maria dos Santos Geris (Orientadora)
Doutorado em Quimica, Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar)
Universidade Federal da Bahia

Prof. Dr. Madson de Godoi Pereira (Coorientador)
Doutorado em Ciéncias, Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dra. Débora de Andrade Santana
Doutorado em Quimica, Universidade Federal da Bahia (UFBA)
Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Fernando Faustino de Oliveira
Doutorado em Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
Universidade Estadual de Santa Cruz

Prof. Dr2. Elisangela Fabiana Boffo
Doutorado em Quimica, Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar)
Universidade Federal da Bahia

Prof. Dr. Paulo Roberto Ribeiro de Jesus
Doutorado em Bioquimica e Biologia Molecular de Plantas, Wageningen University
Universidade Federal da Bahia



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Universitaria de Ciéncias
e Tecnologias Prof. Omar Catunda, SIBI - UFBA.

P289 Passos, Messias Santos
Biorremediacdo, perfilamento quimico e biotecnologico de
fungos filamentosos resistentes a cadmio / Messias Santos
Passos. — Salvador, 2020.
285 f.
Orientadora: Prof2. Dr? Regina Maria Geris dos Santos
Co-orientador Prof. Dr. Madson de Godoi Pereira

Tese (Doutorado) — Universidade Federal da Bahia.
Instituto de Quimica, 2020.

1. Biorremediagdo. 2. Metais toxicos. 3. Fungos. I. Santos,
Regina Maria Geris dos. Il. Pereira, Madson de Godoi III.
Universidade Federal da Bahia. IV. Titulo.

CDU 550.4




As minhas amadas irmas e porto seguro Luzinete, Luziene, Luzinalva e
Cleide, a minha sobrinha Maria Alice, ao meu Pai Nicolau (in
memoriam), e, em especial & minha Mae Benedita (in memoriam), a
guem devo o melhor de mim e a quem dedico ndo so este trabalho,
mas tudo de bom que souber fazer.



AGRADECIMENTOS

A minha familia por toda cumplicidade, incentivo e apoio.

A Professora Dr2. Regina Geris, pela orientagdo, cuidado e inestiméavel
contribuicdo a minha formacao enquanto pesquisador e também enquanto docente.

Ao Professor Dr. Madson de Godoi Pereira, pela orientacéo, disponibilidade e
apoio técnico e cientifico.

A Gabriela Mascarenhas com quem dividi os orientadores, e quem foi essencial
em ensinamentos, apoio e ajuda na realizacédo deste trabalho.

A Grande Familia LBQM, liderada pela Professora Regina e o Professor Marcos
Malta, e aos irmaos cientificos que levo para vida: Camila Carvalho, Cristian Lins,
icaro Abreu, Jeferson Rosario, Leonardo Teles, Leticia Dela Porte, Mauricio Brand&o
e Verdnica Maciel. Obrigado pela interacdo de extremo aprendizado, superacéao de
dificuldades e celebracao da vida.

Aos alunos de Iniciacdo Cientifica que passaram pelo LBQM e aos quais tive a
oportunidade e privilégio de tutorear, em especial a Ingrid, Raiana e Auriane, por todo
aprendizado compartilhado.

Aos Professores Frederico Guaré e Elisangela Boffo e a Heiter Bones, que
através do LABAREM, deram grande contribui¢do ao trabalho.

A Professora Lourdes Cardoso de Souza Neta e alunos do Laboratério de
Bioensaios da UNEB

A Tamara Reis pela amizade, troca de experiéncias, apoio técnico e por toda
ajuda nesta jornada.

Aos colegas do GESNAT pela grande parceria.

Ao Professor Paulo Ribeiro e aos alunos do “Metabolomics Research Group”

Aos amigos Jodo Loroza, Conce Almeida, Juliana Machado, Josilana, Karen,
Jeferson, Luciana, Raimundo, Esmeralda e Juliana Maia, que, de perto ou mesmo de
longe, me fortaleceram nesta caminhada

Ao Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da
Universidade Federal da Paraiba, nas pessoas do Professor Josean Fechine Tavares
e Lucas Silva Abreu.

A Universidade Federal da Bahia, ao Instituto de Quimica, ao Programa de Pos-
Graduacao em Quimica, a CAPES e demais agéncias de fomento, por viabilizarem a

realizacdo do trabalho.



“Agora aprendi por que o mundo da volta
guanto mais a gente se solta
mais fica no mesmo lugar”

(Paulo César Pinheiro)



PASSOS, M. S. Biorremediacdo, Perfilamento Quimico e Biotecnoldgico de
Fungos Filamentosos Resistentes a cadmio. 283 p. Tese de Doutorado - Programa
de Pos-Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2020.

RESUMO

Fungos filamentosos estdo amplamente difundidos nos mais diversos habitats como
decompositores da matéria organica, dentre o0s quais, encontram-se espécies
causadores de doencas em vegetais e animais, incluindo os humanos. Por outro lado,
microrganismos pertencentes ao Reino Fungi também apresentam um conjunto de
qualidades que sado de extremo interesse para as industrias alimenticia e farmacéutica
dentre outras aplicacdes. Nesse trabalho, foi realizado o isolamento de fungos do solo
para investigacdo do seu potencial biotecnoldgico, sua capacidade de resisténcia a
estresse por metal toxico e sua possivel aplicacdo em processos de biorremediacao,
bem como a avaliacdo do efeito desse estresse na producdo de substancias do
metabolismo secundario. Empregou-se a técnica de diluicdo seriada de suspensao de
solo, e os isolados foram identificados em nivel de género por microscopia éptica. Os
isolados foram submetidos a ensaios de averiguagédo da producdo de enzimas e de
agentes fungicidas e antibacterianos, por desenvolvimento em placa. Foram também
submetidos a testes de tolerancia, resisténcia e bioacumulacéo dos cations metélicos
Cd (I) com andlise através da espectroscopia de absorcdo atbmica de chamas
(EAAC). Em complementacdo, foram obtidos os extratos brutos, do micélio com
solvente organico em banho ultrassénico, e do caldo fermentado, por particdo
liquido/liquido com solvente organico, das espécies que demostraram maior
resisténcia ao estresse metalico, tanto dos fungos desenvolvidos em meio contendo
0s cations, quanto em meio livre destes. Os extratos foram analisados por
espectrometro de massas por ionizagao por eletrospray com analisador “ion trap” (EM-
ESI-lon Trap) para a presencga ou supressdo de derivados sorbcilinoides. De um total
de 51 isolados, foram detectadas espécies pertencentes a quatro diferentes géneros.
Nos testes de antagonismo, aproximadamente metade dos isolados apresentou um
grau de inibicdo crescimento dos microrganismos testados com destaque para
atividade antifangica. Mais de 70% dos isolados apresentou alta atividade proteolitica,
amilolitica e lipolitica. Muitos isolados demostraram tolerancia aos céations Cd (Il) na
concentracdo de 100 mg L, mas apenas quatro isolados, pertencentes ao género
Penicillium, demostraram alta resisténcia ao estresse metalico se desenvolvendo em
concentracdes que variaram entre 500 mg Lt e 9.000 mg L. O Penicillium sp. M04
apresentou o maior potencial de bioacumulacéo (in vivo) com capacidade de remover
do meio de crescimento o equivalente a 79,48 mg g dos céations Cd (Il). No teste de
biossorc¢éo, o isolado Penicillium sp. M04 também apresentou os maiores valores de
massa de Cd (Il) adsorvida por grama de biomassa do seu micélio (inativo). Os quatro
isolados apresentaram perfis quimicos afetados pelo estresse metélico. O
fracionamento do extrato do caldo fermentado do Penicillium sp. MO1 levou ao
isolamento do policetideo sorbicilinoide trichodimerol. O trabalho reforcou o grande
potencial dos fungos, sobretudo para o emprego em processos de biorremediacéao,
tendo em vista a apreciavel resisténcia e a capacidade de bioacumulacdo e
biossorcéo dos céations Cd (lI).

Palavras chave: Biorremediacdo; metais toxicos; perfilamento quimico; fungos
filamentosos; cadmio
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ABSTRACT

Filamentous fungi are widely disseminated in various habitats as decomposers of
organic matter, among which are disease-causing species in plants and animals,
including humans. On the other hand, microorganisms belonging to the Fungi Kingdom
also present a set of qualities that are of extreme interest to the food and
pharmaceutical industries and, more recently for employment in environmental
recovery processes. In this work, the isolation of soil fungi was performed to investigate
its biotechnological potential, its ability to resist toxic metal stress and its possible
application in bioremediation processes, as well as the evaluation of the effect of this
stress on the production of substances of special metabolism. In the isolation of the
species, the technique of serial dilution of soil suspension was used, and the isolates
were identified at the gender level by optical microscopy. The isolates were submitted
to tests of investigation of the production of enzymes and fungicide and antibacterial
agents, by development in Petri dish. They were also submitted to tolerance,
resistance and bioaccumulation tests of Cd (lI) metal cations with analysis by flame
atomic absorption spectroscopy (FAAS).Crude extracts from mycelium with organic
solvent in an ultrasonic bath and from fermented broth were obtained by liquid/liquid
partition with organic solvent from the species that showed greater resistance to
metallic stress, both of the fungi developed in cation containing the cations and in a
free medium.The extracts were studied in a mass spectrometer by electrospray
ionization with an ion trap analyzer (EM-ESI-lon Trap) for the presence or suppression
of sorbcillinoid derivatives. From a total of 51 isolates, species belonging to 4 different
genera were detected. In the antagonism tests, approximately half of the isolates
presented a degree of growth inhibition of the microorganisms tested, with emphasis
on antifungal activity.More than 70% of the isolates presented high proteolytic,
amylolytic and lipolytic activity. Many isolates showed tolerance to Cd (ll) at
concentration 100 mg L%, but only four isolates, of the genus Penicillium, showed high
resistance to metallic stress developing in concentrations between 500 mg L and
9,000 mg L. The Penicillium sp. M04 presented the highest bioaccumulation potential
(in vivo) with the ability to remove 79.48 mg g of Cd (ll) from the growth medium. In
the biosorption test, the isolate Penicillium sp. M04 also presented the highest Cd (1)
mass values adsorbed by gram of biomass of its mycelium (inactive). The four species
had their chemical profiles affected by metallic stress. The extract fractionation of the
fermented broth of Penicillium sp. MO1 led to the isolation of the polyketide sorbicillinoid
trichodimerol. The study showed the great potential of fungi to perform bioremediation
processes, because they were highly resistant and performed bioaccumulation and
biosorption of Cd (I1).

Keywords: bioremediation; toxic metals, chemical profile, filamentous fungi, cadmium
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1 APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

Os fungos constituem um reino de microrganismos eucariotos, que utilizam a
matéria organica como fonte de energia. Apresentam-se na Natureza como
predadores, decompositores da matéria organica, e parasitas patogénicos ou
mutualisticos. Em sua maioria realiza respiragdo na presenca de oxigénio, existe a
ocorréncia de espécies anaerdbias e facultativas. Se reproduzem tanto sexuada como
assexuadamente, e podem crescer sobre os mais diversificados substratos como a
madeira, o solo, agua, plantas e animais (JESUS, 2013; JORGE, 2012).

No contexto atual, a pesquisa na area da micologia tem tomado proporcdes
consideraveis devido a importancia das descobertas e as diversificadas aplicaces
dos fungos e seus produtos em processos industriais, farmacéuticos, agricolas e
quimicos, a saber: os fungos endofiticos sdo de grande interesse para a agricultura,
pois, participam da fixacdo do nitrogénio pelas plantas (SOUZA et al, 2004); na
industria alimenticia pode ser destacada a utilizagdo para producdo de fermentos,
bebidas, queijos, além da comercializacdo de cogumelos comestiveis; na industria
farmacéutica os fungos tém sido fonte de produtos naturais usados como modelos de
novos medicamentos, além disso, os fungos estdo envolvidos na producdo de
eficientes catalisadores biol6gicos em processos quimicos.

Neste cenario, destaca-se a diversidade quimica oriunda do metabolismo
secundario destes organismos. Os metabdlitos secundarios sdo a resultante da
constante interacdo destes organismos com o0 ecossistema em que estdo inseridos e
sdo utilizados principalmente como mecanismo de defesa quimica, o que faz com que
estes produtos apresentem um grande espectro de atividades biologicas. Sendo o
reino Fungi o segundo maior grupo de organismos vivos sobre a Terra, com a
estimativa de que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies (HAWKSWORTH, 2001),
€ previsivel que estes organismos, apesar da baixa diferenciacdo celular, possam
expressar metabolismos complexos que resultam em uma variedade de produtos
naturais e enzimas extracelulares (SMEDSGAARD, NIELSEN, 2005).

Decerto, os Produtos Naturais tem sido as principais fontes de farmacos, tanto
na obtencdo de modelos para o desenvolvimento de agentes sintéticos quanto na

producdo de substancias utilizadas na terapéutica de doencas infecciosas (cerca de
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75%) e o cancer (cerca de 60%), por exemplo (COSTA-LOTUFO et al, 2010; PUPO
et al, 2006) e muitos deles foram isolados a partir de fungos os quais vém sendo
empregados como agentes antimicrobianos, antitumorais, imunossupressores e
redutores de colesterol (SMEDSGAARD, NIELSEN, 2005).

Além de fornecer uma gama de substancias bioativas, comprovadamente
eficazes, inclusive ja comercializadas em forma de farmacos de acéo sobre diversas
doencas, os fungos também estao sendo empregados, com cada vez mais frequéncia,
em processos biotecnologicos, seja por atividade enzimatica em pesquisas e
processos quimicos industriais, ou em atividades de biorremediacdo de sistemas
perturbados por diferentes tipos de contaminantes.

Uma das acbes de biorremediacdo em que os fungos podem ser empregados
€ em caso envolvendo a contaminacdo de solos por metais toxicos, um problema
resultante, da exploracdo desordenada de recursos minerais e, principalmente, da
aplicacao de fertilizantes, pesticidas e de residuos urbanos e industriais na agricultura.
Nestes casos, acdes de remediacdo devem ser executadas, uma vez que teores
elevados de tais contaminantes no solo promovem um desequilibrio no ecossistema
com a baixa na produtividade e 0 que é mais preocupante é a oferecendo riscos a
salde humana (MELO, NASCIMENTO e SANTOS, 2006; SUN et al, 2001).

Alternativamente aos usuais meios de recuperacdo de areas degradadas pela
contaminacgdo através de metais pesados, técnicas pouco utilizadas por serem muitas
vezes desvantajosas ou inacessiveis (SILVA, 2009), a biorremediacdo por meio de
fungos tem sido relatada na literatura como medida mais eficaz e economicamente
viavel, uma vez que estes microrganismos apresentam uma marcante capacidade
adaptativa (LACONI et al, 2007; SILVA, 2007; RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al, 1999).

A biorremediacdo € o conjunto de tecnologias, que utilizam processos
biol6égicos na recuperacdo de areas contaminadas, bem como no tratamento de
compostos organicos volateis toxicos ou efluentes, contendo residuos, que devam ser
eliminados antes da descarga no ambiente. Esta técnica tem por objetivo 0 aumento
da velocidade do processo natural de degradacéo. A grande maioria dos compostos
organicos conhecidos, de origem animal ou vegetal, bem como muitos agentes

quimicos toxicos, podem ser biodegradados através de técnicas de biorremediagéo.
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Neste sentido, a utilizacdo de biomassa fungica torna-se interessante devido a
sua capacidade de fixar metais, através de processos como biossorcdo e
bioacumulacéo (LEITAO, 2009), auxiliando as técnicas convencionais de remocao.

Consta neste material, a descricdo dos resultados obtidos no trabalho
desenvolvido, nos trés capitulos seguintes. O Capitulo 2 apresenta um estudo sobre
o isolamento de fungos filamentosos a partir de amostra de solo ndo contaminado. Os
isolados foram parcialmente identificados e submetidos a ensaios de antagonismo
frente a bactérias e C. albicans. Foi avaliada também as suas atividades enzimaticas.

O Capitulo 3 descreve um conjunto de experimentos que avaliaram a
tolerancia, resisténcia e potencial de bioacumulacdo e biossorcdo de cadmio por
fungos filamentosos isolados do solo.

Por fim, o efeito do cadmio no perfil quimico, sobretudo do metabolismo
secundario, foi estudo e esté relatado no Capitulo 4.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Considerando o0 expressivo percentual (60%) de farmacos atualmente
comercializados oriundos de fontes naturais ou inspirados nestas, somado ao fato de
qgue linhagens fungicas tém mostrado grande capacidade de fornecerem produtos
naturais com inUmeras atividades biologicas, a prospecc¢éo quimica e biologica destes
microrganismos apresenta-se como atividades promissoras e com grande
contribuicdo para o incremento da pesquisa nas areas de quimica organica e biologica
e da biotecnologia.

Adicionalmente, a presente proposta mostra-se especialmente relevante na
medida em que, além da analise do perfil bioquimico de fungos, se propde a investigar
0 potencial biotecnoldgico destes organismos para possivel emprego na recuperacao
de solos e matrizes aquosas contaminados por metais toxicos em processo de
biorremediacdo. Assim, este trabalho vem consolidar a linha de pesquisa iniciada pelo
Laboratério de Biotecnologia e Quimica de Microrganismos (LBQM) do Departamento
de Quimica Organica do Instituto de Quimica da UFBA, além de enriquecer o
conhecimento sobre a diversidade e as habilidades préprias deste conjunto de

microrganismos.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

O objetivo central deste trabalho foi realizar o estudo quimico e bioldgico de
espécies fungicas isoladas a partir de amostra de solo ndo contaminado
especialmente para avaliacdo do potencial de bioacumulacdo e biossorcdo de ions
Cd(Il) bem como, realizar a investigacao do potencial biotecnoldgico e analise do perfil

guimico apo6s contato dos isolados com o metal.

1.3.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar (em nivel de género) fungos em amostras de solos;

e Avaliar o potencial biotecnoldgico dos fungos isolados quanto a capacidade
de producéo de enzimas e de agentes antibacterianos e antifungicos;

e Avaliar a capacidade destes fungos para o emprego em processos de
biorremediacdo de cadmio

e Investigar o efeito do estresse por fungo sobre o metabolismo secundario dos
fungos resistente a este metal;

e Avaliar o perfil quimico através do estudo do metabolismo secundario do
fungo visando o isolamento de produtos naturais e suas identificacdes através

dos métodos espectroscopicos usuais;
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2 FUNGOS DO SOLO: ISOLAMENTO E INVESTIGACAO DO POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

RESUMO

O solo é um ecossistema que abriga diversas espécies de seres vivos, dentre estes,
os fungos ocupam um papel de destaque, quantitativamente, por serem junto com as
bactérias os maiores grupos habitando o solo, e qualitativamente, por estarem
envolvidos em processos biogeoquimicos de extrema importancia interferindo na
textura, fixacdo e disponibilidades de nutrientes. Além do seu papel no solo e nos
demais habitats, os fungos sdo microrganismos com habilidades extraordinarias que
sdo aproveitadas pela industria quimica, farmacéutica e alimenticia, através da
utilizacdo do seu arsenal enzimético e da diversidade estrutural e biol6gica de
substancia do seu metabolismo secundario. O presente estudo teve por objetivo
realizar a identificacdo, avaliagcdo da atividade enzimatica e potencial antifingico e
antibacteriano de fungos isolado do solo coletado no campus Ondina-Federacéo da
Universidade Federal da Bahia. Os fungos foram isolados de amostra de um solo, em
condicBes ambientais normais, através da técnica de diluicdo seriada de suspencao
de solo. ApdGs obtencéo das culturas isoladas, foram investigadas as habilidades para
inibicdo do crescimento fungico contra Candida albicans e bacteriano contra Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginisa e Salmonella Choleraesius
e realizada a mensuracédo de producgéo das enzimas extracelulares amilase, lipase e
protease. Foram obtidos 51 isolados fungicos distribuidos nos géneros Aspergillus,
Fusarium, Paecilomyces e Penicillium, além de cinco linhagens que néo tiveram seu
género identificados. Cerca de 47% dos isolados desenvolveram halos de inibi¢cdo
contra, pelo menos um microrganismo que foram em sua maioria classificados como
resistentes. Isoladamente, os microrganismos foram nédo sensiveis a grande maioria
dos fungos. Apenas B. cereus foi sensivel a um dos isolados que apresentou halo de
inibicdo de 20 mm. C. albicans foi afetado, por uma quantidade maior, demonstrado
sensibilidade intermediaria e resisténcia a cerca de 32% dos isolados. Atividades
enzimaticas foram detectadas em 74% dos isolados que, exibiram principalmente
acao proteolitica, seguida de amilolitica e lipolitica. Os resultados demonstraram em
pequena escala o potencial dos fungos para desenvolvimento de investigacdes
cientificas, bem como, que através de técnicas de rapidas execucdes é possivel obter
valiosas informacdes a acerca destes organismos tdo numerosos e ainda tdo pouco
conhecidos.

Palavras-chave: atividade antifingica, antimicrobiana, enzimatica, fungos do solo
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2.1 INTRODUCAO

Pensar no solo como uma pilha de rocha e detritos € uma concep¢ao muito
simplista a respeito deste rico ecossistema, uma vez que uma por¢cao muito pequena
€ capaz de abrigar um namero muito grande de organismos que estao distribuidos
nas mais diversas espécies e intimamente relacionados com importantes fun¢des, das
quais, a vida humana € dependente ou negativamente afetada. Entre estes
organismos, 0S microscopicos sdo 0s mais abundantes, pois, como nos demais
habitats, a predominancia de espécies é inversamente proporcional ao tamanho.
Sendo assim, fungos, bactérias e archaeas sao os grupos mais populosos, de maior
massa e capacidade metabdlica no solo (WEIL; BRADY, 2017).

Voltando a atenc¢ao para os microrganismos do reino fungi (os fungos), que é o
maior grupo de organismos existente, assinala-se que, de acordo com a classificacéo
taxondmica, estdo inclusos no dominio Eucharya (que comporta os seres vivos que
apresentam células organizadas em citoplasma e nucleo) e atualmente nos Filos
Basidomycota, Ascomycota, Glomeromycota, Blastocladiomycota, Chitridiomycota e
Neocallimastigomycota, além dos fungos aquaticos do género Rozella e dos fungos
Zigomycetos que ndo se encaixam em nenhum dos filos (WATKINSON; BODDY;
MONEY, 2016). No entanto, a divisdo no reino fungi € um tema muito dindmico e
controverso, e novas propostas sdo frequentemente descritas como a apresentada no
trabalho de Choi e Kim (2017) baseada nas informagBes gendmicas que geram
apenas trés grupos, Fungos Monocaribticos, Basidomycota e Ascomycota, em
oposicao aos seis grupos do modelo génico.

No seu ciclo de vida, o fungo pode se desenvolver nos mais diversos substratos
partindo da germinagéo de seus esporos formando longas células cilindricas, as hifas,
que se ramificam dando origem ao micélio. Sendo heterotréfico, seu crescimento se
da, a partir da captura da matéria organica presente no substrato apés exsudacao de
enzimas capazes de catalisar a quebra de carboidratos e proteinas em peptideos,
aminoacidos e monossacarideos, moléculas menores o suficiente para serem
absorvidas por difusdo na parede celular. A medida que o micélio cresce, ele pode
desenvolver corpos de frutificacdo que estao envolvidos na reproducéo sexuada para
producao e dispersao de novos esporos (CARLILI; WATKINSON, S; GOODAY, 2001,
PETERSEN, 2013).
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Aléem de formar o maior dos grupos de seres vivos distribuidos em todos
habitats e de estarem envolvidos em imprescindiveis processos biogeoquimicos no
solo, os fungos apresentam diversas caracteristicas interessantes do ponto de vista
biotecnolégico que estdo fortemente correlacionadas a sua forma de nutricdo e aos
diferentes mecanismos de ataque e defesa contra predadores e invasores (MAGAN,;
ALDRED, 2007; WATKINSON; BODDY; MONEY, 2016). Assim, a excrecao de
enzimas envolvidas no processo de captura da matéria organica e producdo de
toxinas e metabdlitos secundarios como agentes de defesa quimica, formam um grupo
especial de caracteristicas exibidas por estes organismos que os tornam ainda mais
promissores para a prospeccao, inovacao e desenvolvimento cientifico (JONGH,;
NIELSEN, 2007).

Ao pensarmos na capacidade enzimatica de fungos envolvidos em processos
industriais, sobretudo as fermentagfes alimenticias, imediatamente lembramos da
utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae na producdo de paes, cervejas e outras
bebidas alcodlicas como o vinho, além de alcool combustivel (BAUTISTA,
UNPAPROM; RAMARAJ, 2018; WEBSTER; WEBER, 2007). No entanto, inimeras
espécies de fungos, incluindo os filamentosos, sdo empregadas em diversos
seguimentos industriais que aproveitam suas habilidades de producédo de enzimas
extracelulares. Um bom exemplo é a hidrélise do amido do arroz através de amilases,
proteases e outras enzimas excretadas por Aspergillus oryzae, empregada na
fabricacdo do saqué. Em uma segunda etapa, o amido hidrolisado é posto em contato
com cultura de Saccharomyces cerevisiae para proceder a fermentacdo e producao
da bebida (WEBSTER; WEBER, 2007).

Exemplos como esses, aliados as evidéncias que tém vinculado a atividade
enzimatica a processos infecciosos causados por fungos, podem explicar o
movimento atual de intensa busca por novas espécies e a investigacdo desta
habilidade em fungos ja conhecidos, tornando-o um dos campos de grande interesse
na micologia (ABE et al., 2015; ABOUL-NASR; ZOHRI; AMER, 2013; SANTOS et al.,
2018).

A atividade celulolitica, lipolitica e proteolitica de Mucor corticolus, Rhizomucor
miehei, Gilbertella persicaria e Rhizopus niveus, foi avaliada utilizando diferentes
residuos agroindustriais como substrato. Os pesquisadores observaram que 0s

residuos do pedunculo e das folhas de milho podem ser utilizados na inducdo da
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producéo de lipases e celulases por fungos mucoromicotinicos (TAKO et al., 2015). O
fungo Aspergillus niger, um dos mais estudados nos diferentes aspectos, teve sua
capacidade de producéo de lipases otimizada a partir da variacdo das condi¢cdes de
cultivo. A melhor resposta foi obtida através da agitagdo em 200 rpm, pH 7,0, apds 72
horas de incubacéo sob a temperatura de 24 °C, tendo como fontes de carbono e
nitrogénio, 6leo de oliva a 5% e extrato de levedura 1%, respectivamente (EL-BATAL
et al., 2016).

Na digestdo enzimética da matéria organica, os fungos obtém carboidratos que
sdo usados como fonte de energia, bem como na producdo de substancias dos
metabolismos primario e secundario, utilizados em competic¢des fisicas e quimicas. As
micotoxinas, por exemplo, extremamente nocivas as células animais e vegetais, sao
largamente produzidas e relacionadas a contaminacéo de alimentos, principalmente
de graos, chegando a afetar cerca de 25% da producédo agricola (HIDALGO-RUIZ et
al., 2019; MARIN et al., 2013). Em contrapartida, esses microrganismos sintetizam
também, inUmeras substancias com apreciaveis atividades bioldgicas e importancia
comercial, como a penicilina, e o &cido citrico, metabdlitos hiperproduzidos por
Penicillium chrysogenum e Aspergillus niger, respectivamente, que sdo 0s primeiros
exemplos de aplicacdo de fungos em processos biotecnolégicos em escala industrial,
responsaveis ainda hoje por uma receita anual de bilhdes de délares (JONGH,;
NIELSEN, 2007).

Entre as caracteristicas apresentadas pelos metabolitos fangicos, a de agir
contra diferentes doencas, €, sem dldvida a mais valorizada, de tal modo que essa
capacidade especial de producdo de substancias bioativas, faz dos fungos, um dos
alvos preferenciais em estudos bioguiados do perfil quimico de organismos vivos
(ADPRESSA; LOESGEN, 2016; BASHYAL et al., 2014; IOCA et al., 2016; KAMAL et
al., 2017; LEE et al., 2017; REIS et al., 2019; TAWFIKE et al., 2018, 2019). Dentro
deste espectro, é possivel destacar as atividades antibacteriana e antifingica, devido
a grande demanda por novas drogas, sobretudo com acao contra as bactérias gram-
negativas multirresistentes e com acédo antifiungica que séo atualmente disponiveis
em numero muito inferior comparados aos antibacterianos (BAIDEN et al., 2010;
PAUW, 2000).

O metabdlito hiporientalina A, isolado a partir do extrato do micélio de

Trichoderma orientale, foi fungicida contra cepas de C. albicans em concentracdes
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inibitérias minimas de até 2,49 uM, que é comparavel a acao do antifungico comercial
anfotericina B, e pode ser considerada como uma substancia promissora para o
tratamento da candidiase devido ao controle da toxicidade exibido em teste especifico.
O extrato bruto também apresentou potencial de inibicdo do crescimento das bactérias
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis e espécies de Staphylococcus, incluindo Staphylococcus aureus (TOUATI
et al., 2018).

O fungo marinho Stagonosporopsis cucurbitacearum, forneceu um conjunto de
alcaloide inéditos, dentre os quias a didimelamida A, que apresentou atividade
antifingica contra cepa de C. albicans resistentes a azois (HAGA et al., 2013). Ja a
benzofurana, penicifurana A, isolada a partir do extrato de uma espécie de Aspergillus,
também proveniente do mar, foi eficiente na inibicdo do crescimento da bactéria
Staphylococcus albus (QI et al., 2013).

Pelo exposto, evidencaia-se a necessidade e a importancia do isolamento e
avaliacdo do potencial biotecnoldgico de fungos filomentosos do solo. A obtencéo de
amostra de solo a partir de uma regido em condi¢cdes ambientalmente normais foi
motivada pelo fato de que o conhecimento sobre a diversidade fungica ainda € muito
restrita comparado as etimativas, além disso, novas espécies tém sido relatadas pelo
isolamento a parir dos mais diversos e comuns espag¢os como a poeira domética, o
solo de jardim e até de unha humana (NISKANEN et al., 2018).

O objetivo do presente trabalho foi a obtencéo e identificagéo de fungos do solo
potencialmente aplicaveis e processos biotecnoldgicos, por meio da avaliacao de suas
capacidades de excrecdo enzimética, bem como pelo estudo de suas agles
antagonicas frentes a bacgtérias gram-positiva, gram-negativas e um fungo

leveduriforme, patdgos humanos
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2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

36

Todos o0s equipamentos e reagentes utilizados nesse trabalho estéo descritos na

tabela 2.1.

Tabela 2. 1 - Descricdo dos equipamentos e reagentes utilizados

EQUIPAMENTO/REAGENTES MARCA/MODELO
Agar Himedia
Agitador de tubo Tecnal
Amido de Milho Maizena
Autoclave vertical Phoenix

Balanca analitica

Batata inglesa

BDA

Capela de fluxo laminar
Cloranfenicol

Cloreto de sodio PA
Dihidrogenofosfato de potassio
Estufa

Estufa Incubadora BOD

Estufa Incubadora BOD

Shimadzu (AY220)

MERCK
LABCONCO - 36210
INILAB

Synth

MERCK

FABBE (119)
TECNAL TE-371
Nova Etica BOD 411D

Extrato de levedura Sigma-Aldrich
Extrato de malte Acumedia

Forno de microondas domeéstico BRASTEMP (maxi)
Fosfato de potassio dibasico MERCK

Glicose Anidra (Dextrose) Synth

Leite em po6 desnatado Itambé
Microscopio 6tico ZEISS (Primo Star)
Oleo de Oliva Gallo

Sulfato de béario Synth

Sulfato de magnésio heptahidratado Synth

2.2.1 Obtencéo e identificacéo parcial de fungos do solo

2.2.1.1 Inoculacao de suspensao de solo empregando a técnica “spread-plate”

A amostra de solo utilizada neste estudo foi coletada em marco de 2015, nas

dependéncias da Universidade Federal da Bahia (UFBA), proximo ao prédio do

Instituto de Quimica, na cidade de Salvador - BA, cuja localizacdo est4 centrada no
mapa com latitude de -12.99981304 (12° 59’ 59” S) e longitude de (38° 30’ 26” W). A
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amostra foi composta por solo coletado em seis pontos distintos com o auxilio de um
testemunhador a uma profundidade de 20 cm da superficie.

O solo foi encaminhado para o Laboratorio de Biotecnologia e Quimica de
Microrganismos (LBQM) da UFBA. Apos completa homogeneizacgéo, foi dividido em
duas partes iguais em massa, as quais foram denominadas de solo A e solo B. O solo
A foi peneirado em malha tamis obtendo-se granulometria final de 0,2 mm. Ja o solo
B foi peneirado para obtencdo de granulometria final de 1,2 mm.

O isolamento de fungos a partir do solo coletado (solo A e solo B) foi realizado
por meio das técnicas de diluicdo sucessiva e de espalhamento em superficie (spread-
plate) (CLARK, 1965; BORGES et al., 2011).

Foram utilizados dois frascos Erlenmeyer com 90 mL de solucao salina (NaCl
a 0,9%) cada. Para preparacao da suspensao, adicionou-se 10 g do solo A em um
dos recipientes contendo a solugéo salina e 10 g do solo B no outro. Os frascos foram
submetidos a agitacdo por 20 minutos a 100 rpm em incubadora shaker (BORGES et
al.,, 2011) e, em seguida um volume de 1mL de cada uma das suspensofes foi
transferido para seus respectivos tubos de ensaio contendo 9 mL de solucédo salina, e
agitados com auxilio do agitador Vortex estabelecendo, portanto, uma diluicdo da
ordem de 102 (1:100).

Para obtencdo das demais dilui¢cdes, o procedimento descrito foi repetido até a
ordem de 10 (1:100000). A Figura 2.1 apresenta um esquema do procedimento
realizado para obtencéo das diluicdes da suspencéo dos solos.
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Figura 2. 1 - Esquema de diluicdo sucessiva da suspencéo de solo

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

Suspencdo Inicial
10

TTTTT

0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL

eseses

Fonte: elaborada pelo autor

Foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro contendo
aproximadamente 20 mL de meio de crescimento BDA (batata, dextrose, agar)
suplementado com cloranfenicol (0,1 g.L), com o objetivo de evitar o crescimento
bacteriano, tornando-o seletivo para crescimento de fungos.

Com uma micropipeta, transferiu-se 0,1 mL de cada uma das diluigGes para as
placas espalhando-as pela superficie do agar com auxilio de uma alca de Drigalski
(método spread-plate). O procedimento foi realizado em triplicata para todas as
diluicbes. As placas foram incubadas a 28 °C por um periodo médio de sete dias.

Todo o BDA utilizado neste trabalho foi produzido de modo artesanal através
do caldo do cozimento de 300 gramas de batatas para obtencédo de 1L de meio com

2% de dextrose e 1,5% de agar.

2.2.2 Contagem de unidades formadoras de coldnias

Apés trés dias de incubacdo, foi realizada a contagem visual do niamero de
col6nias de fungos que se desenvolveram nas placas de Petri contendo as diferentes
diluicbes da suspensdo de solo. Para obtencdo do numero total de fungos no solo

através da determinacdo das UFC (Unidade Formadora de Colbdnias) por grama de
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solo) foi realizado um calculo com base na média de colénias encontradas em placas

da mesma dilui¢éo, utilizando a Equacéo 2.1.

UFC _ N¢de colonias
g  diluicdo

Equacéo 2.1

2.2.3 Isolamento e caracterizacdo morfoldgica dos fungos

A partir do quinto dia de incubagédo, um fragmento de cada col6nia desenvolvida
foi repicado em placas distintas contendo BDA. Esse procedimento foi repetido até a
obtencéo de espécies isoladas.

ApOs o crescimento das espécies isoladas nos meios BDA e EMA (Extrato de
Malte Agar) os fungos foram preservados em agua destilada esterilizada, segundo o
método descrito por Castellani (1939) e integrados a Colecdo de Microrganismos
(micoteca) do LBQM. Além disso, for procedido o agrupamento dos isolados com
base nas semelhancas macroscopicas das colénias desenvolvidas em BDA.

As culturas isoladas foram fotografadas para o registro das caracteristicas
macroscopicas. Além disso, foi realizado o microcultivo, de acordo com a metodologia
descrita por Weber e Pitt (2000), para cada um dos isolados para observacdo sob
microscépio 6tico e obtencdo de imagens das estruturas de reproducao.

Para o cultivo de fungos em laminulas (microcultivo), foi montada uma camara
de crescimento utilizando-se uma placa de Petri de 9 cm de diametro forrada com
papel de filtro. Sobre o papel, acondicionou-se dois pedacos de palito de churrasco
no formato de “V” que serviram como suporte para uma lamina de vidro (os palitos
foram cortados com tamanho suficiente para que suas extremidades tocassem as
paredes da placa, para obter uma melhor fixagcéo). Por fim adicionou-se um chumaco
de algodao dentro da placa que foi tampada para realizacdo do procedimento de rotina
de autoclavagem. Com excecdo das laminulas?, os demais materiais (dgua destilada,
pinca e alga de platina), bem como o meio BDA, também foram esterilizados em
autoclave a 121 °C por 20 minutos

1 s laminulas devem ser conservadas em recipiente com tampa contendo alcool etilico absoluto. No procedimento de microcultivo, esse recipiente
deve ser levado a capela de fluxo laminar onde sera realizada a inoculagéo. Elas devem ser retiradas do recipiente com o auxilio de uma pinga e
seca ao calor da chama antes de ser acondicionada na camara de microcultivo.
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Apbs o processo de esterilizacdo da camara e dos demais materiais, colocou-
se sobre a lamina, um fragmento de BDA de aproximadamente 1 cm.

O repique foi feito a partir de uma colénia nova (com aproximadamente sete
dias de crescimento). Com o auxilio de uma agulha de platina em “L”, retirou-se
pequenas amostras do micélio e inoculou-os nos quatro lados do cubo de agar, que,
em seguida, foi recoberto por uma laminula. Foram adicionados cerca 3 mL de agua
destilada esterilizada ao chumaco de algoddo para manter a umidade e evitar o
ressecamento do meio de cultura. A placa entdo, foi tampada e incubada a 28 °C por
cinco dais. A ilustracdo na Figura 2.2, faz a representacdo da camara depois da

inoculacao.

Figura 2. 2 - Representacdo da cAmara para microcultivo de fungos filamentosos

Fonte: elaborado pelo autor

O crescimento do fungo foi acompanhado diariamente para a observacao do
desenvolvimento de hifas com ou sem pigmentacéo, adicionando agua esterilizada
sempre que necessario.

Ao finalizar o crescimento, foi realizada a inativacao da esporulacdo do fungo,
para isso, adicionou-se cerca de 1 mL de solucdo de formaldeido ao chumaco de
algodao presente na camara e vedando-a com “parafilm”. A placa foi reservada em
temperatura ambiente por 24 horas, para que o vapor de formol inativasse o fungo e
agisse como fixador das estruturas microscopicas.

Apéds o periodo de fixacdo, procedeu-se a observacdo das estruturas em
microscopio Otico. Para isso, a laminula sob o agar foi retirada cuidadosamente com

auxilio de uma pinca, de modo a preservar as hifas e esporos nela aderidos, e
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colocada sobre uma lamina limpa contendo uma gota de solucdo de azul de algodao
(Lactofenol - corante para visualizacdo de fungos hialinos). A lamina preparada foi
observada com objetiva de 40x em microscopio éptico binocular da marca ZEISS

modelo Primo Star equipado com camera do modelo AxioCam ERC5s.

2.2.4 Avaliacdo da atividade antifungica e antibacteriana dos fungos
filamentosos isolados do solo

Um teste de antagonismo foi realizado com os fungos isolados do solo para
avaliacdo da atividade antifungica frente a um fungo leveduriforme e antibacteriana
sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas, apresentados na Tabela 2.2, de
acordo com a metodologia descrita por Bezerra e colaboradores (2015) . Os
microrganismos utilizados neste estudo foram obtidos junto a colecao do Laboratorio
de Bioensaios da UNEB (Universidade do Estado da Bahia).

Tabela 2. 2 - Microrganismos utilizados no ensaio antifingico e antibacteriano

Bactérias Fungo

Gram-positiva Gram-negativa Leveduriforme

Pseudomonas aeruginisa

(N° CCT 0090); (ATCC
27853) Candida albicans

(ATCC 18804)

Staphylococcus aureus
(ATCC 6538)

Bacillus cereus Frankland & Salmonella Choleraesius
Frankland (N° CCT 0096) (ATCC 14028)

Fonte: dados da pesquisar

2.2.4.1 Inoculagéo das placas de teste

Inicialmente, os microrganismos (Staphylococcus aureus; Bacillus cereus;
Pseudomonas aeruginisa; Salmonella Choleraesius e Candida albicans) foram
reativados em meio de agar nutriente (AN) e utilizados no teste apés 24 horas de
crescimento a 35° C.

Apés o crescimento, foram preparadas, separadamente, suspensdes dos
microrganismos através da transferéncia de uma colonia isolada para um tubo de
ensaio com tampa rosqueavel contendo solucéo salina esterilizada (NaCl 0,9%). O
tubo foi colocado em agitador tipo vértex para promocao da suspensao das células na

solucéo e, em seguida, as mesmas tiveram sua turbidez ajustada para que coincidisse
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com a da solucdo padrao de McFarland 0,5, de modo a evitar densidades extremas
de inoculo. Estas suspensodes foram utilizadas imediatamente apds o preparo.

A inoculacdo do microrganismo se deu pela transferéncia de 100 pL da
suspensao para uma placa de Petri de 9 cm de diametro contendo AN, seguida do
espalhamento com o auxilio de uma alga de Drigalski por toda superficie do agar.

As placas inoculadas com os microrganismos foram deixadas com a tampa
entreaberta por alguns minutos para diminuicdo da humidade e posteriormente
receberem seis cubos de agar com cerca de 5 mm contendo micélio de fungo
filamentoso isolado do solo, obtidos de col6nias novas (com aproximadamente 7 dias
de crescimento). Os seis cubos foram distribuidos de modo a ndo exceder 24 mm de
distancia entre si. Um total de cinquenta e dois fungos foram testados para os 5
microrganismos e cada teste foi realizado em duplicata.

As placas foram invertidas e despostas em estufa, a 35 °C, apds 15 minutos da
aplicacdo dos cubos. Todo material utilizado foi esterilizado em autoclave por 20
minutos a 121 °C e os procedimentos de inoculacdo foram realizados em capela de

fluxo laminar na presenca de chama.

2.2.4.2 Leitura das Placas

Apds 24 e 48 horas de incubacédo, examinou-se cada placa quanto a presenca
de halos de inibigdo do crescimento dos microrganismos. Foram consideradas placas
satisfatoriamente semeadas, aquelas cujos halos de inibicdo resultantes foram
uniformemente circulares.

Os halos foram medidos em milimetros usando um paquimetro encostado no
reverso da placa de Petri invertida, colocando-a contra a luz. O halo de inibig&o foi
considerado como a area sem crescimento detectavel a olho nu. O crescimento de
pequenas colbnias, detectaveis apenas com lente de aumento, na margem do halo de
inibicdo do crescimento foi ignorado.

Os microrganismos foram classificados de acordo com os parametros definidos
pelo Instituto de Padrbes Clinicos e Laboratoriais (do inglés: Clinical and Laboratoy
Standards Institute - CLSI) (CLSI, 2017), mostrados na Tabela 2.3.
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Tabela 2. 3 - Padrdes de desempenho para teste de Suscetibilidade antimicrobiana de acordo
com a CLSI.

PONTO DE INTERRUPCAO

CATEGORIAS MIC (ug/mL) Diéme(trrnomd)o halo
Sensivel <4 =220
Intermediaria 8-16 15-19
Resistente 232 <14
N&o-sensivel >4 <20

Fonte: (CLSI, 2017)

Nesta classificacdo, os testados inibidos por halo maior ou igual a 20 milimetros
de diametro, sdo considerados Sensiveis (S) no tratamento com concentracfes
recomendaveis do agente antimicrobiano e, portanto, este agente, provavelmente
apresentara eficacia clinica.

A categoria Intermediaria (I), abriga os testados com halos de inibicdo entre 15
e 19 milimetros. Nestes casos, a sensibilidade do testado ao agente esté relacionada
a administracédo de doses mais altas e/ou mais frequentes, ou ainda a existéncia de
alvos especificos. Ja os testados com halo menor ou igual a 14 milimetros de diametro
sao classificados como Resistentes (R) ao agente antimicrobiano.

Os testados referenciados nas categorias SDD, | e R, também podem ser
designadas como N&o-sensiveis (NS), uma vez que esta abrange todos os testados

com halo inferior a 20 milimetros de diametro (CLSI, 2017).

2.2.5 Avaliacdo da producao de enzimas extracelulares por fungos filamentosos

Um total de 51 isolados foram também submetidos a avalicdo da producao de
enzimas extracelulares (BEZERRA et al.,, 2015; OLIVEIRA et al., 2012, 2013;
RODRIGUES et al., 2015). Utilizou-se meios de crescimento especificos para
deteccao da producao de “lipase; protease e amilase”.

Os fungos foram reativados e inoculados em meio BDA pelo periodo de sete
dias antes de serem submetidos ao teste. ApGs esse periodo, quatro cubos de agar
contendo o micélio foram transferidos para os meios, cujo preparo esta de acordo com

a descricdo nos itens subsequentes. Todos 0os meios de cultivo e materiais utilizados
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neste experimento foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Todo o
experimento foi realizado em duplicata.

A Atividade Enzimética (AE) foi avaliada e calculada seguindo a metodologia
descrita no trabalho realizado por Price e colaboradores (1982) através da medida do
halo de degradacao promovida pelos isolado nos meios de cultivo e foi agrupada de
acordo com as categorias (Tabela 2.4) propostas por Kantarcioglu e Yucel (2002), no
qual, valores altos de AE correspondem a baixa ou nenhuma atividade enzimética e,
consequentemente baixos valores correspondem a alta atividade. Assim, foram
tomadas a medida média do diametro das col6nias e a medida dos halos (diametro
total da colénia somado ao diametro do halo) e, através da relacdo entre estas

medidas, obteve-se valor da AE e foi possivel categorizar do isolados.

Tabela 2. 4 - Classificacdo da Atividade Enzimética (AE) a partir da relacdo entre o
desenvolvimento da coldnia e o halo de precipitacdo

AE Classificacao
0,90 - 1,00 Muito baixa
0,80 -0,89 Baixa
0,70-0,79 Alta
< 0,69 Muito alta

Fonte: Kantarcioglu e Yucel (2002)

2.2.5.1 Avaliagéo da producéo de lipase

Quatro blocos de agar de aproximadamente 5 mm com o micélio da linhagem
fungica foram inoculados em placa de Petri contendo meio de crescimento constituido
por 6leo de oliva 1% como Unica fonte de carbono, sulfato de magnésio heptahidratado
0,2 g/L; fosfato de potassio dibasico 0,4 g/L; extrato de levedura 2,0 g/L; Tween 80
0,01%, corante rodamina B 0,001%, agua destilada e agar 1,5%. A producéo de lipase
em placas de Petri foi confirmada pela presenca de halos alaranjados fosforescentes
ao UV quando observado a luz de 350 nm, apos 72 h de incubagédo em estufa a 27°C
(OLIVEIRA et al., 2013).
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2.2.5.2 Avaliacdo da producao de protease

O meio de crescimento para avaliacdo da producao de protease foi preparado
através da adicao de sulfato de magnésio heptahidratado 0,2 g/L, cloreto de sddio 0,1
g/L, fosfato de potassio dibasico 0,1 g/L, dihidrogenofosfato de potassio 0,4 gL,
extrato de levedura 0,4 g/L, 4gua destilada, agar 1,5% e 2% de leite em p6 desnatado.

O meio foi esterilizado sem o leite, que foi adicionado posteriormente na capela
de fluxo laminar. De modo similar ao teste para lipase, foram dispostos quatro cubos
do micélio fungico na placa contendo o meio suplementado com leite em p6 que foi
incubada por 72 horas. Apés este periodo, a placa foi revelada com solucéo de acido

acético 5%, para verificacdo da presenca de halos transparentes.

2.2.5.3 Avaliacéo da producédo de amilase

O mesmo meio utilizado na avaliagao da producéao de protease foi utilizado para
avaliar a producéo de amilase, contudo o leite em p6, do primeiro caso foi substituido
por 1% de amido de milho, além disso, o amido foi autoclavado juntamente com o0s
demais componentes do meio. Os Procedimento de inoculacdo foram semelhantes
aos ja descritos. Apos o periodo de incubacédo a placa foi revelada com solucdo de

lugol para verificagdo da presencga de halos transparentes.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Obtencao e identificacéo parcial de fungos do solo

2.3.1.1 Inoculacao de suspensao de solo empregando a técnica “spread-plate”

A técnica utilizada mostrou-se adequada para o crescimento de fungos
presentes no solo. Contudo, observou-se uma incidéncia mais baixa no
desenvolvimento de colbnias fangicas a partir da suspensao do solo A de
granulometria de 0,2 mm, apesar de 0os numeros absolutos serem relativamente
similares. Esse desenvolvimento também foi mais demorado e, macroscopicamente,
menos diversificado em comparagcéo com os resultados obtidos a partir da suspensao
do solo B, de granulometria maior (1,2 mm).

Foi observada ainda a combinacdo dos dois fatores, lentiddo no
desenvolvimento e baixo numero de colbnias nas diluices finais, uma vez que até o
21° dia de incubagéo, para o solo B, registrou-se o crescimento de cinco colonias na
diluicdo 10°, apenas uma nas diluicdes de 10, e nenhuma col6nia foi observada
nessas diluicdes do solo A. Nos dois casos, as placas contendo a diluicdo 10
apresentaram um numero muito alto de colbnias, ndo permitido a perfeita distingdo
entre as mesmas. Assim, as diluicdes 102, 102 e 104, do solo B foram priorizadas
para realizacdo do isolamento das colonias.

Esses resultados mostraram que nao ha expressiva discrepancia na utilizacao
de solos de diferentes texturas, porém, admitindo que as condi¢des de cultivo foram
iguais, sugerem vantagens no peneiramento do solo para a obtencdo de uma
granulometria final de 1,2 mm, em detrimento de uma textura mais fina, e ainda que,

procedimentos com diluigcdes acima de 10°® podem ndo ser necessarias.

2.3.1.2 Contagem de unidades formadoras de colbnias

Apés a inoculacao e incubacéo, as placas foram observadas para averiguacao
do numero de colbnias e determinar a quantidade de Unidades Formadoras de
Colbnias por grama de solo (UFC/qg).

A média das quantidades de colbnias observadas nas triplicatas das diluicbes
102, 102 e 10, tanto para o solo A quanto para o solo B sdo apresentadas na Tabela

2.5. Foram desconsideradas para o calculo, as placas com as diluicdbes que
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apresentaram um nimero muito alto de col6nias (10'), bem como aquelas com

nimero muito baixo (10° e 109).

Tabela 2. 5 - Resultados para o célculo de UFC/g nas diferentes diluicbes dos Solos A e B

Solo A Solo B
Diluicéo Colbnias UFCl/g Diluigédo Colbnias UFClg
102 35 3.500 10 42 4.200
103 14 14.000 103 25 25.000
104 2 20.000 104 13 130.000

Fonte: dados da pesquisa, 2018

Tomando-se por base as concentragdo de propagulos que foram capazes de
desenvolver colonias nas diluicdes de 1:1000 (10°), por exemplo, nota-se que 0s
resultados aqui apresentados se assemelham ao esperado para solos em condicdes
ambientais normais, uma vez que, em média os fungos podem ser encontrados no
solo em uma variacdo de 10* a 108 UFC/g (MARTIN, 1977).

A contagem de UFC exerce uma grande importancia em teste de controle,
nas amostra de solo em particular, o numero de UFC/g além de apresentar um
panorama da sua diversidade microbiana, € importante também para apontar sua
qualidade, ja que esses organismos encontram-se relacionados com funcdes tais
como as assinaladas por Cardoso e Freitas (1992): de agregacdo do solo,
imobilizacdo da matéria orgéanica, solubilizacdo de nutrientes e acdo predatéria

contra amebas e nematoides.

2.3.1.3 Caracterizacdo morfologica dos isolados fungicos

Foram isolados um total de 51 fungos do solo. A partir das caracteristicas
macromorfoldgicas, tais como textura, coloracdo da colénia e do reverso, foi criado
um agrupamento inicial. Outras observacfes como o tamanho da col6nia (medida em
cm), a topografia da superficie, morfologias do centro, da borda e a classificacao
guanto a presenca ou auséncia de pigmentos, sulcos e exsudatos foram anotadas
para uma descricdo mais detalhada de cada isolado baseadas nas caracteristicas
descritas por Nobles (1965).
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Apés o cultivo em laminulas (microcultivo), na observacdo sob microscépio
otico foram anotadas as condi¢des das hifas e das estruturas de reproducdo quanto a
coloracao e a auséncia ou presenca de septos, bem como a forma e a coloracéo dos
conidios, segundo as chaves de identificagdo de géneros propostas por Barnett e
Hunter (1987). Os dados obtidos a partir da observacdo em microscopio 6tico foram
somados as caracteristicas macroscopicas, permitiu a identificacdo do género de 46
dos isolados distribuidos como mostrado na Tabela 2.6. Os demais (5 isolados) ndo
puderam ser identificados devido & ndo producdo de estruturas reprodutivas
detectaveis em repetidos testes de microcultivo.

Tabela 2. 6 - Ocorréncia média e relativa de dos géneros de fungos isolados na amostro de
solo

Fungo do UFC/ diluigdo do solo Total . Ocorrénci
solo (Género) de UFC Média %
102 10° 10* 105 10¢ de a (%)
Asspergillus 4 17 7 28 5,60 54,90
Fusarium 1 5 1 1 8 1,60 15,70
Paecilomyces 1 1 0,20 1,96
Penicicillum 3 4 2 9 1,80 17,64
Nao
identificado 2 2 1 S 1,00 9.80
Total 5 27 13 5 1 51 10,20

Fonte: dados da pesquisa, 2018

Apenas quatro géneros comportam os fungos isolados do solo neste trabalho.
No entanto os géneros observados, estédo entre os mais referenciados na literatura
como habitantes do solo. Os géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus,
Scopulariopsis e Trichoderma estao entre aqueles com maiores nimeros de espécies
gue tem o solo como habitat original (STAMFORD et al., 2005).

O género Aspergillus ao lado do género Penicillium forma os dois grupos mais
populosos do solo. Assim como neste estudo, ha varios exemplos na literatura que
corroboram com essa proposicdo, da presenca dos géneros em solos diversos
(BORGES et al., 2011; GADDEYYA et al., 2012; NAYAK; SIVAGAMI; NANDA, 2018),
bem como em regides mais aridas (CAVALCANTI et al., 2006; COSTA et al., 2006;
GIOVANELLA et al., 2017). O fator ambiental tem papel importante sobre esse

predominio, e esses géneros, sobretudo Aspergillus, tém demostrado alto potencial
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de colonizacdo em ambientes com baixa disponibilidade hidrica (GOCHENAUR,
1975)

A caracterizacdo do isolado M12 apresentada na Figura 2.3, uma sintese da
ficha catalogréfica utilizada para registro e depésito dos isolados na colecdo de
culturas de microrganismos do LBQM, levou a identificacdo de um fungo pertencente
ao género Aspergillus, género de maior ocorréncia, entre os isolados. As fichas com

a caracterizacao dos demais isolados podem ser acessadas no Apéndice A (p. 179).
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Figura 2. 3 - Quadro com a caracterizacdo macro e micromorfolégica do Isolado M12

LBQM-m12

Ndamero da Cultura: 12

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfologicas

Meio BDA; 5 dias de incubacao; 4,85 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da coldnia: amarela

Reverso: amarelado

Textura de glabra feltrada; superficie elevada;
centro crateriforme; borda ondulada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: A4b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacgéo: Castellani

Perigo a saldde e ao meio
desconhecido

ambiente:

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosal

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

g
y-

d) Conidios

Fonte: elaborado pelo autor, 2018
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Aléem da comprovada abundancia no solo, essa frequéncia dos géneros
Aspergillus (59,40%) e Penicillium (17,64%), e aparente baixa diversidade de géneros,
pode ser explicada pela condicbes nutricionais do meio de cultivo que podem
favorecer alguns fungos, além da existéncia de espécies que ndo possuem a
habilidade de crescimento em meio sintético (LIU et al., 2006a). Kirk e colaboradores
(2004) também assinalam que, para além dos eventuais problemas metodologicos, o
estudo de fungos e populacdes microbianas do solo torna-se mais dificil pela falta de

conhecimento taxondmico.

2.3.2 Avaliacéao da capacidade de producdo enzimética de fungos isolados do
solo

Fungos sdo conhecidos por apresentar habilidades na biossintese de uma
grande variedade de classes estruturais de metabdlitos secundarios (DEWICK, 1997;
TURNER, 1971) muitos dos quais sdo atualmente utilizados ou serviram de inspiracao
para producdo de medicamentos imunossupressores, redutores do colesterol, bem
como aqueles com atividade antibacteriana como a penicilina e atividade antifingica
como a equinocandina B (EVIDENTE et al., 2014). Neste sentido, foi indispensavel
neste estudo, a utilizacdo de metodologias que possibilitem investigar o potencial
biolégico dos isolado.

Os 51 fungos isolados do solo, foram entdo submetidos a uma triagem para
verificacdo de suas possiveis acOes antibacterianas e antifingicas. Os resultados
apontaram que 47% dos isolados foram capazes de desenvolver halos de inibicdo do
crescimento de pelo menos um microrganismo no teste de difusdo em agar. Contudo,
apos categorizacdo de acordo com os padrdes de desempenho em teste de
suscetibilidade (CLSI, 2017). O grafico na Figura 2.4, exp0e os resultados do teste de
modo a categorizar a sensibilidade dos microrganismos testados frente a acdo dos

isolados fungicos.
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Figura 2. 4 - Classificacdo dos microrganismos frente a agéo dos isolados fungicos de acordo
com os padrbes de desempenho para teste de suscetibilidade definidos pela CLSI.
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m Sensivel M Intermediéaria Resisténte mNao Sensivel

Fonte: dados da pesquisa, 2018

Eles demonstram que os microrganismos nao foram sensiveis (NS) a maioria
dos isolados, com percentuais variando de 68,2% da C. albicans a 92,2% S.
choleraesius, percentuais que correspondem ao numero de isolados que nao
desenvolveram halos nas placas de teste. Na maioria dos casos em que os isolados
desenvolveram halos de inibicdo, estes ficaram abaixo de 14 mm, o que significa
resisténcia dos microrganismos testados. Na categoria de sensibilidade intermediaria
(), quatro isolados, cerca de 8%, conseguiram vencer a barreira de resisténcia dos
microrganismos testados apresentando halos de inibicdo que variaram entre 15 e 17
mm. Apenas S. aureus demostrou sensibilidade (S) a um dos isolados.

O isolado M12 Aspergillus sp. (Figura 2.5) conseguiu desenvolver halos de
inibicdo para todos dos microrganismos testados variando de 6 mm para B. cereus e

16 mm para S. choleraesius.
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Figura 2. 5 - Fotografia do isolado M12 Aspergillus sp. em BDA (A) e dos co-cultivos em AN
com C. albicans (B), P. aeruginosa (C), S. choleraesius (D), B. cereus (E) e S.aureus (F)

Fonte: elaborado pelo autor, 2018

Na Tabela 2.7, podem ser verificados os resultados das medidas aferidas para

todos os isolados que desenvolveram halos de inibicdo do crescimento microbiano.
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Tabela 2. 7 - Medidas do halo de inibicdo (mm) promovido pelos fungos isolados do solo no
teste de atividade antifingica e antibacteriana.

Isolado S. aureus B. cereus P. aeruginosa S. choleraesius C. albicans
MO1 Penicillium sp. 11 9 9 7
MO2  Penicillium sp. 12 15 17
MO5  N&o identificado 8 9
MO7  Fusarium sp 9 7 12
MO8  Penicillium sp. 7 9 14
M09 N&o identificado 11
M11 Fusarium sp. 7 9 12
M12 Aspergillus sp. 11 6 9 16 15
M14  Fusarium sp. 20 13 9
M18 Penicillium sp. 11 12 11
M20  Penicillium sp. 7
M22  Penicillium sp. 9 11
M23  Penicillium sp. 6
M24  Né&o identificado 7 8
M26  Fusarium sp 11
M27  Aspergillus sp. 8 8 8 9
M42  Aspergillus sp. 12
M44  Aspergillus sp. 12
M45  Aspergillus sp. 15
M46  Aspergillus sp. 11
M47  Aspergillus sp. 9
M48  Aspergillus sp.
M50 Aspergillus sp. 16
M51  Aspergillus sp. 13

Fonte: dados da pesquisa, 2018

Cerca de 25% (13 isolados) apresentaram, separadamente ou em
concomitancia, halos de inibicdo contra as bactérias gram-negativas, S. aureus e B.
cereus. Dentre estes resultados destaca-se a atividade do Isolado M14 uma espécie
do género Fusarium, com halos de 20 mm e 13 mm para S. aureus e B. cereus,
respectivamente. Halos iguais ou maiores que 20 mm refletem sensibilidade dos
testados ao agente de inibicdo. M14, foi o Unico isolado entre todos estudados que
desenvolveu halo neste nivel, assim, torna-se um candidato preferencial para estudos
da atividade biolégica e da composi¢cao quimica do seu metabolismo secundario.

S. aureus é colonizadora da pele humana e B. cereus é normalmente
encontrada no solo, contudo ambas sdo frequentemente relacionadas as doencas
transmitidas por alimentos (PASSOS et al.,, 2012), além disso, S. aureus é

considerada a mais perigosa entre as bactérias cocos, e esta relacionada com
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diversas doencas de pele, respiratorias, cardiovascular e gastrointestinal (TALARO,;
CHESS, 2018), por isso € comum as investigacdfes que visam a descoberta de
agentes capazes de inibir suas acfes. Assim como o0 observado neste estudo, a
literatura também traz exemplos de espécies de Fusarium produzindo agentes com
atividade contra estas bactérias. Recentemente, Ibrahim e colaboradores (2018)
relataram que a fusarithioamida B, uma benzamida com estrutura ainda nao descrita,
isolada do fungo endofitico Fusarium chlamydosporium, apresentou um alto potencial
antibacteriano contra S. aureus, B. cereus e outras bactérias, que pode ser comparado
coma atividade da ciprofloxacina. Outras espécies também tém sido relatadas como
produtoras de metabdlitos ativos contra S. aureus, como € o caso de dois derivados
da citrinina isolados de Penicillium citrinum (WANG et al., 2019) e o efeito moderado
de duas novas a-furanonas isoladas do fungo Cephalotrichum microsporum (AN et al.,
2019).

As bactérias gram-negativas apresentam grande risco em casos de infeccdes
sanguineas, sobretudo o choque séptico (TALARO; CHESS, 2018). Neste estudo
foram avaliados o potencial dos isolados contra P. aeruginosa e S. cholereasius. Um
total de 12 isolados (23,5%) desenvolveram halo de inibicdo para P. aeruginosa, com
destaque para o isolado M02 do género Penicillium, atingindo 15 mm. J& para S.
cholereasius, apenas 4 (7,8%) desenvolveram halos, dentre os quais, uma espécie de
Aspergillus, o isolado M12, apresentou o melhor resultado com diametro de inibigdo
de 16 mm. Os diametros exibidos nestes casos séo classificados como atividade
intermediaria, no entanto sdo resultados consideraveis uma vez que, por
apresentarem diferencas na constituicdo de suas paredes celulares, as bactérias
gram-negativas, tendem a ser mais resistentes em comparagcdo com as gram-
positivas.

Fungos do género Aspergillus também tem apresentado atividade contra P.
aerugina, como no trabalho de Pinheiro e colaboradores (2018) que descreve a acao
dos metabdlitos de uma espécie nado identificada oriunda do solo, bem como o
exemplo de duas novas y-butirolactonas, aspernolidas L e M, isoladas de Aspergillus
versicolor que apresentaram, respectivamente, ICso de 2,78 mM e 4,60 mM,
considerados como atividade moderada contra P. aeruginasa (IBRAHIM; ASFOUR,
2018).
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A Candida albicans é um fungo leveduriforme causadora de doencas na pele,
no sistema gastrointestinal e urogenital. Além disso, juntamente com algumas
espécies de dermatofitos, forma o Unico grupo de fungos agentes de infeccdes
transmissiveis (TALARO; CHESS, 2018). A avaliacdo da atividade antifingica dos
isolados contra C. albicans mostrou que 31,4% deles apresentou algum grau de
inibicdo. Requer atencéo a atividade de todos os Aspergillus do grupo do niger que
ndo apresentaram halos contra nenhuma bactéria, sobretudo o isolado M50, que
produziu uma inibicdo intermediaria (16 mm). Outros isolados, incluindo Penicillium
sp. M02 (17 mm) e o Aspergillus M12 (15 mm) também apresentaram atividade
intermediaria. A busca por compostos bioativos contra C. albicans e outros fungos
patdgenos é de fundamental importancia tendo em vista a quantidades reduzida de
drogas disponiveis na terapéutica quando comparadas com o arsenal antibacteriano,
problema que esta relacionado a alta toxicidade dos agentes devido a semelhanca
entre a célula fungica e a humana (SCORZONI et al., 2017).

A de fusarithioamida B, isolada de Fusarium chlamydosporium também teve
sua atividade antifungica avaliada e demonstrou seletividade contra C. albicans com
concentracdo inibitdria minima comparada ao farmaco clotrimazol (IBRAHIM et al.,
2018). As aspernolidas L e M isoladas do fungo Aspergillus versicolor apresentaram
ICs0 de 4,31 mM e 5,41 mM, respectivamente, uma atividade moderada contra C.

albicans.

2.3.3 Avaliacéo da capacidade de producéo enziméatica de fungos isolados do
solo

A partir da técnica utilizada, verificou-se, que dos 51 isolados envolvidos na
triagem, cerca de 74% apresentou resultado positivo para a producédo de pelo menos
uma das enzimas. A Figura 2.6 apresenta uma amostra com diferentes isolados
desenvolvidos nos meios para deteccdo da atividade proteolitica, amilolitica e
lipolitica. O registro fotografico com todos os isolados testados, pode ser acessado no
Apéndice B (p. 230).
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Figura 2. 6 - Atividade proteolitica do Isolado M06 Fusarium sp. (A), atividade amilolitica do
Isolado M22 Penicillium sp. (B) e atividade lipolitica do Isolado M14 Fusarium sp. (C)

Fonte: elaborado pelo autor, 2018

Dos resultados apresentados na Tabela 2.8, extrai-se um percentual inferior ao
anteriormente citado. Isso se explica pelo fato de na tabela estarem relacionados
apenas os casos em que foi possivel observar e medir colénias e halos de
precipitacdo. Portanto, aqueles que deram testes positivos para a producdo das
enzimas, mas que nado foi possivel mensurar os didmetros das colénias e halos,
principalmente por se tratar de espécies com crescimento acelerado e com col6nias
dispersas em toda a placa, foram contabilizados, mas néo estdo relacionados na

tabela.
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Tabela 2. 8 - Atividade Enzimatica (AE) dos fungos isolados do solo.

AE
Isolados
Protease Lipase Amilase

MO1 Penicillium sp. 0,58
MO02 Penicillium sp. 0,74 0,70
MO03 Penicillium sp. 0,89
MO04 Penicillium sp. 0,69
MO6 Fusarium sp. 0,48
MOQ7 Fusarium sp. 0,77 0,83
M08 Penicillium sp. 0,79
M10 N&o identificado 0,63
M11 Fusarium sp. 0,83
M12 Aspergillus sp. 0,65 0,64
M13 Fusarium sp. 0,89 0,70
M14 Fusarium sp. 0,79
M15 Fusarium sp. 0,82 0,77
M19 Penicillium sp. 0,94
M20 N&o identificado 0,81 0,88
M21 Penicillium sp. 0,84
M22 Penicillium sp. 0,64 0,84 0,34
M23 Penicillium sp. 0,58 0,65
M24 N&o identificado 0,79
M25 Fusarium sp. 0,37 0,79 0,99
M26 Fusarium sp. 0,95 0,99
M27 Aspergillus sp. 0,83
M34 Aspergillus sp. 0,80
M35 Aspergillus sp. 0,75
M49 Aspergillus sp. 0,84

Fonte: dados da pesquisa, 2018
AE = 0,90 -100: muito baixa; de 0,80 - 0,89: baixa; de 0,70 -0,79: alta; < 0,69: muito alta
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Analisando apenas os resultados da Tabela 2.8, nota-se que protease e

amilase foram produzidas por um nimero maior de fungos correspondente a 27% em

comparacao com a lipase produzida por 17 % dos isolados. Além disso, é possivel

ressaltar alguns resultados devido a relevancia do potencial demonstrado neste teste

por alguns dos isolados.

Inicialmente, € sensato destacar a habilidade do isolado M22, uma espécie

pertencente ao género Penicillium que, além de apresentar resultado positivo para as

trés enzimas, teve a AE classificada como muito alta para protease (0,64) e amilase

(0,34) sendo que esta ultima foi o melhor resultado, ou seja, a mais alta atividade

observada dentre todos os fungos usados no teste. Um outro fungo do género

Penicillium, o isolado MO1, foi o responsavel por apresentar a mais alta AE (0,58)
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dentre os fungos produtores de lipase. Dentre os produtores de protease o destaque
fica com os isolados do género Fusarium, M25 e M06 com surpreendentes 0,37 e 0,48
valores de AE respectivamente. No entanto o isolado M25 e o isolado M26, duas
espécies de Fusarium, foram os que apresentaram, de modo geral os mais baixos
valores de AE (0,99) ambos para a amilase, além disso, o isolado M26 também foi
classificado como muito baixo produtor de protease com valor de AE de 0,95.

No grupo de linhagens representantes do género Aspergillus, destaca-se o
isolado M12, atividade proteolitica e amilolitica classificadas como muito altas com
valores de 0,65 e 0,64, respectivamente.

Ainda com relacdo ao género Aspergillus, alguns fungos produtores de colbnias
pretas e, por isso, aqui designados como pertencentes ao grupo niger, que
representam 20% dos isolados neste estudo, se mostraram como linhagens né&o ideais
para producdo das enzimas investigadas, de modo que apenas duas destas
apresentaram resultado positivo para lipase e apenas uma para amilase, apesar de
Aspergillus niger aparecer em diversos relatos da literatura que estudam a sua
atividade e sua utilizacdo em processos de otimizacdo da producdo destas enzimas
(ABDEL WAHAB; AHMED, 2018; ALIYAH et al., 2017; CASTRO et al., 2015; COSTA
et al., 2017; EL-BATAL et al., 2016; SPERB et al., 2018; WANG,; LI; LU, 2018). Em
contrapartida, outros isolados atribuidos ao género Aspergillus, do grupo flavus,
equivalentes a 24% dos estudados, demonstraram capacidades variadas de producao
das trés enzimas.

Trés linhagens ainda sem identificacdo do género demonstraram potencial
producdo enzimatica sobretudo o isolado M10, que apresentou atividade proteolitica
muito alta de 0,63. O isolado M24 apresentou atividade amilolitica considerada alta de
0,79, ja o isolado M20 apresentou atividade lipolitica e amilolitica igualmente baixas
de 0,81 e 0,88 respectivamente.

O gréfico da Figura 2.7 apresenta a categorizacao dos isolados de acordo com
os valores de AE baseado no agrupamento parametrizado pela Tabela Y
(Procedimento experimental), mostra uma compilacdo de todos os numeros que
puderam ser extraidos do experimento, além de elencar os percentuais de isolados
gue nao apresentaram atividade, bem como aqueles que apresentaram, mas que nao
foi possivel mensurar, estes Ultimos séo principalmente isolados do género Aspergillus

pertencentes ao grupo flavus.
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Figura 2. 7 - Distribuicdo percentual dos isolados fungicos nas categorias de atividade
enziméatica.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

A partir destes dados mais completos, observa-se que 53% dos isolados
apresentaram capacidade de producéo de protease, sendo que 28% foi distribuido em
todas as categorias, de muito baixa a muito alta, e os demais 25% n&o puderam ser
categorizados. A amilase foi produzida por 51% dos isolados, divididos entre aqueles
categorizados e outros 24% nao categorizados. A atividade lipolitica foi detectada em
45% dos isolados que nao teve representante apenas na categoria muito baixa e, para
a maioria dos produtores (27%) nao foi possivel determinar a AE.

Como observado, a atividade proteolitica foi a mais frequente e também a mais
promissora, uma vez que, dentre os isolados para os quais foi possivel mensurar a
AE, as categorias alta e muita alta concentraram a maioria. Esses dados estdo em
desacordo com aqueles apresentados por Bezerra e colaboradores (2015) em que se
verificou a predominania de atividade proteolitica considerada baixa e por Silva e
colaboradores (SILVA et al., 2006) cujo estudo identificou que 82% dos isolados ndo
produziu protease. Esse resultado vem corroborar com a necessidade de estudos

como 0 presente, uma vez que, como demonstrado na literatura, ndo ha uma
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distribuicio homogénea da atividade enzimatica nos géneros sendo muito variavel
entre as espécies.

Com um numero préximo de isolados exibindo capacidade amilolitica em
comparacao com agueles que apresentaram atividade proteolitica, a grande diferenca
entre elas € o fato de que estes se concentraram majoritariamente nas categorias de
atividade baixa e muito baixa. A atividade amilolitica foi descrita por Toghueo (2017)
como a mais frequente dente os seus isolados de diversos géneros, alcancando cerca
de 78%, como os isolados sdo endofiticos, os autores justificam essa alta frequéncia
a eventual necessidade de degradacdo do amido apds a morte da planta. Tracando
um paralelo com essa afirmacao, € possivel imaginar que a menor frequéncia e a
baixa atividade amilolitica apresentada pelos isolados estejam relacionadas com as
guestdes adaptativas, uma vez que, neste estudo foram avaliados fungos isolados do
solo.

A atividade lipolitica foi a que apresentou a mais baixa frequéncia, porém,
dentre os categorizados a maioria apresentou alta ou muito alta AE. Aspergillus do
grupo flavus para os quis néo foi possivel determinar a AE, foram todos produtores de
lipases, observacdo que encontra apoio no trabalho de Monod
e colaboradores (1993), que relataram a atividade lipolitica de diversas espécies de
Aspergillus, incluindo Aspergillus flavus. Bezerra e colaboradores (2015) elencaram
diversas espécies patogénicas como produtoras de lipases, o fato ndo foi tomado
como surpresas pelos pesquisadores, uma vez que estudos tem levado a acreditar na
relacdo da producdo de lipases, bem como de outras enzimas hidroliticas
degradadoras da parede celular como as proteases, com as infec¢gbes causadas por
fungos patogénicos, essas enzimas extracelulares teriam o papel digestao de lipidios
onde estdo sdo Unica fonte de carbono durante o processo infeccioso (RIVERA-
ORDUNA et al., 2011; STEHR et al., 2003).
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2.4 CONCLUSAO

O isolamento de solo utilizando a técnica “spread plate” forneceu resultados
consideraveis em numero de Unidades Formadoras de Colbnia, no entanto, como é
comum entre as técnicas disponiveis para o isolamento de fungos do solo, observou-
se uma baixa diversidade de géneros, ja que os 51 isolados foram identificados como
espécies de quatro géneros: Aspergillhos, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium.
Apesar disso, esses resultados estdo condizentes com a populacao fangica do solo
descrita na literatura. A baixa diversidade de géneros também esta relacionada com
a condicao de cultivo. Neste trabalho foi utiizado BDA, um meio geral para
microrganismos, o qual favoreceu o desenvolvimento de espécies que notadamente
estdo no topo da competicéo fisica. Neste sentido, é possivel que adocdo de meios
com diferentes composi¢cdes possam levar a uma maior diversidade de géneros.

O procedimento adotado para comparacdo entre o desenvolvimento de
colonias a partir da mesma amostra de solo, mas com texturas variadas foi eficaz,
uma vez que, apesar dos resultados néo terem apontado diferencas significativas com
relacdo ao numero de UFC, a partir de outros fatores observados, conclui-se que nao
h& vantagens na obtencéo de uma textura com granulometria final menor que 1,2 mm.

A avaliacdo da atividade enzimatica através de uma triagem rapida apontou
candidatos promissores para producdo de amilases, lipases e proteases. Foi
satisfatorio o emprego de uma metodologia simples comparada as significantes
informagdes colhidas.

De modo analogo, a investigacdo acerca da atividade metabdlica, em teste de
antagonismo frente a patdgenos humanos, mostrou-se altamente satisfatéria, pois,
permitiu através de um experimento de baixo custo e facil execucéo, identificar o
comportamento geral e ainda verificar habilidades de alguns dos isolados em
promover a inibicdo do crescimento dos microrganismos testado, resultados que

podem ser aproveitados em trabalhos subsequentes.
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3 RESISTENCIA E POTENCIAL DE BIOSSORCAO E BIOACUMULACAO DE
CADMIO APRESENTADOS POR FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DO SOLO

RESUMO

A crescente atividade industrial e a continua utilizacdo de metais toxicos como cadmio
e chumbo representam um grande problema ambiental com consequéncias danosas
a saude humana devido a capacidade acentuada de bioacumulacdo e
biomagnificacdo desses metais, fazendo-se necessaria a utilizacdo de estratégias de
remediacdo destes contaminantes de modo a diminuir seus efeitos toxicos. Desta
forma, ao longo dos anos, foram desenvolvidas estratégias que empregam principios
fisico-quimicos, mas essas estratégias tém mostrado ineficiéncia, notadamente no
que diz respeito ao grande volume de recursos financeiros despendidos. Uma
alternativa, que tem se mostrado muito eficiente, € o uso de biomassa em
metodologias de detoxificacdo de metais, em especial cadmio e chumbo por
apresentarem um alto grau de toxicidade. Esse contexto motivou inimeros estudos
com diversas matrizes bioldégicas como plantas e microrganismos, sendo a
micorremediacdo, ou seja, 0 uso de fungos em processos de remediacdo destes
metais, umas das areas que tém ganhado grande destaque, sobretudo pelo alto
potencial biotecnolégico desses microrganismos. Portanto, o presente trabalho
apresenta, de modo abrangente, um levantamento das técnicas empregadas na
remediacdo de metais toxicos e uma sintese de publica¢cdes com foco no emprego de
fungos filamentosos para biorremediacdo de cadmio e chumbo. Além disso, buscou-
se avaliar o potencial de fungos filamentosos isolados de solo hdo contaminado, para
0 possivel emprego em meétodos de remocéo de cadmio de meios aquosos e solidos.
Foram identificados quatro fungos pertencentes ao género Penicillium que mostrou
grande capacidade de resistir a presenca de cadmio no meio de cultivo. Os quatro
fungos também foram submetidos a ensaios adsortivos. O Penicillium M04 apresentou
0 maior potencial de bioacumulacdo de cadmio (in vivo). As biomassas dos quatro
fungos apresentaram processos favoraveis para adsorcdo de cadmio melhor
explicada pelo modelo de Langmuir.

Palavras chave: biossorcao; Penicilium sp.; cadmio;
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3.1 INTRODUCAO

Alguns metais como o sdédio e o calcio produzem sais que, em proporcdes
adequadas, nao representam nenhum risco e sao essenciais para o desenvolvimento
de muitos organismos; por outro lado, o contato com concentracdes pequenas dos
elementos tais como chumbo, mercurio e cadmio, ou de seus compostos, por vezes
denominados de “metais pesados”, e aqui descritos como “elementos toxicos”, pode
ser extremamente danoso a saude e a vida dos mais diversos sistemas biologicos,
incluindo os humanos (DUFFUS, 2002).

Diante disso, a contaminag¢do do solo, de aguas superficiais e reservatérios
subterrdneos por esses elementos toxicos, decorrente principalmente do crescimento
da atividade industrial, bem como a consequente urbanizacéo e do uso indiscriminado
de fertilizantes e pesticidas na agricultura, configuram-se como um dos principais
problemas ambientais da atualidade (AKCIL et al., 2015; FAZLI et al., 2015; QURESHI
et al., 2016; SYUKOR et al., 2016).

Apesar dos efeitos ainda ndo serem totalmente conhecidos, a esses elementos,
tem sido atribuida a causa, em casos especificos, de doencas degenerativas dos
sistemas gastrointestinal, cardiovascular e respiratério, do aumento da incidéncia de
cancer, de casos de deficiéncia mental, desnutricdo, baixo crescimento e da
deficiéncia imunoldégica (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; KHAN et al., 2008; LAKHERWAL,
2014; TURKDOGAN et al., 2002).

Contudo, mesmo existindo parametros normativos para o tratamento de
efluentes, bem como regulamentacdo quanto aos niveis desses elementos em
produtos industrializados, a fiscalizagao deficitaria continua contribuindo para que 0s
residuos sejam lancados nos compartimentos ambientais sem passar por qualquer
tipo de processo de descontaminacdo. Por outro lado, as técnicas normalmente
empregadas na remediacdo destes agentes tOxicos costumam ser altamente
dispendiosas e/ou geram grande impacto ambiental.

De acordo com o levantamento realizado por Mulligan, Yong e Gibbs (2001),
as técnicas mais utilizadas na remediagdo de solos e lencdis freaticos podem ser
divididas nas categorias de contencédo, tratamento in situ e tratamento ex situ. A
contencdo fisica é apontada como a técnica menos dispendiosa, mas com a

desvantagem de ndo reduzir os niveis de contaminantes no local tratado.
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Em alternativa, € crescente o numero de estudos que visam resolver a questao
econbmica e a geracao de residuos dos métodos fisico-quimicos de remediacao
através do uso de biomassa ativa e inativa de plantas e de microrganismos (ALI;
KHAN; SAJAD, 2013; GIOVANELLA et al., 2017; HUANG et al., 2016; IRAM et al.,
2015a), demonstrando a viabilidade de utilizacdo de material biolégico em processos
de remediacao de elementos toxicos.

Neste contexto, os fungos, organismos muito conhecidos por sua vasta
distribuicdo ambiental e por sua grande capacidade de adaptacdo e decomposicao,
se destacam em volume de estudos, bem como em resultados de alto poder de
resisténcia e de acumulacdo desses metais.

Pelo exposto, justifica-se a importancia da realizacdo do presente
levantamento, como ferramenta de apresentacéo do estado da arte das principais
metodologias que estdo sendo empregadas, visando conciliar o potencial
biotecnolégico de fungos as técnicas de remediacdo de cadmio e chumbo como
contaminantes ambientais, bem como contribuir para o repertdério de espécies
fungicas reconhecidas por seu potencial de acumulacdo e biorremediacdo de metal
toxico.

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial de fungos
filamentosos isolados do solo ndo contaminado proximo ao Instituto de Quimica para
0 possivel emprego em métodos de remoc¢éo de caddmio de meios aquosos e solidos.
Adicionalmente, propde-se revisar termos, conceitos e possiveis mecanismos
envolvidos nos processos de biorremediacao, utilizando fungos de amostras de solos
contaminados por caddmio e chumbo, através da descricdo dos principais conceitos
relacionados aos métodos de remocgdo e dotoxificagdo de cddmio e chumbo com
énfase no emprego de microrganismos, bem como, esquematizar o provavel
mecanismo celular no processo de biorremediacdo desses metais por organismos

VivOS ou inativos.
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3.2 REVISAO DA LITERATURA
3.2.1 Cadmio e chumbo: propriedades, usos e impactos ambientais

3.2.1.1 Cadmio

O cadmio é um metal macio de coloracdo branca prateada com estrutura
cristalina hexagonal, de numero atdmico 48 e massa de 112,411 u (unidade de massa
atdbmica), cujas propriedades o definem como um metal de transicdo (bloco d),
localizando-o no grupo 12 da classificagdo periddica dos elementos. Tem uma
abundancia relativa muito baixa na crosta terrestre, podendo ser encontrado em
algumas formas isotdpicas estaveis, sendo os de massa atbmica 112 (24.07%) e 114
(28.86%) as mais conhecidas. O metal pode apresentar os estados de oxidacdo +2 e
+1, embora cddmio +2 seja a espécie mais comum de ocorréncia natural e,
praticamente, a Unica do elemento (BAES; MESMER, 1976; TRAINA, 1999). A
descoberta do cadmio, em 1817, é creditada ao quimico Friedrich Strohmeyer, que
assim o denominou em virtude de té-lo identificado como impureza da calamina
(ZnCOs3 carbonato de zinco).

Cadmio e zinco pertencem ao mesmo grupo na classificacdo periodica,
portanto, como é de se esperar, algumas de suas aplicacfes, decorrem da aparéncia
e de propriedades semelhantes as do zinco (NORDBERG; NORDBERG, 2002;
THORNTON, 1986). Além disso, é muito comum a obtencdo do cddmio como
subproduto da extracdo do zinco e a separacéo é feita, principalmente, por processo
de destilacdo. Porém, o metal pode ser encontrado também em outros minerais, como
na esfarelita (ZnS) em substituicdo ao zinco, na forma de sulfeto de cadmio (CdS).
(MATSUMOTO; FUWA, 1986).

O emprego do cadmio em ligas metéalicas e como revestimento em processos
de galvanizacdo, em substituicdo ao niquel e ao zinco, bem como a producédo de
baterias recarregaveis de niquel/cddmio, compreendem as principais utiliza¢cdes do
metal. Contudo, é possivel destacar seu papel na fabricacdo de equipamentos
eletronicos, de tintas e pigmentos e na protecao do termoplastico PVC (policloreto de
vinila) como agente estabilizante (AYRES, 1992).

Apesar da sua importancia econdémica, o cadmio € um metal extremamente
toxico e o aumento continuo em sua producdo e consequente eliminagdo, tem

significado um grande risco a Natureza, pois, aliado a isto, sua capacidade de
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subsisténcia no solo e acumulacdo em culturas alimenticias tem amplificado seu
potencial nocivo (MARET; MOULIS, 2013; PAGE; EL-AMAMY; CHANG, 1986). Por
efeito, observa-se que as principais fontes de exposi¢ao e contaminagcdo humana sao
o ar atmosférico, o consumo de agua e de alimentos, principalmente mariscos,
sementes e graos como a soja, 0 arroz e o trigo. No entanto, 0 consumo de cigarro
pode representar um consideravel acréscimo aos riscos de exposicdo ao cadmio, pois,
estima-se que cerca de 10% do CdO (6xido de cadmio) produzido na queima do
tabaco sejam inalados, fazendo com que individuos fumantes possuam concentracao
de Cd até cinco vezes maior no sangue e até trés vezes maior nos rins, comparados
aos ndo fumantes (JARUP et al., 2001; MARET; MOULIS, 2013; THEVENOD; LEE,
2013).

A toxicidade do cadmio é preocupante em virtude do fato de que o organismo
humano ndo desenvolveu mecanismos para metabolizar e eliminar o metal. Além
disso, por apresentar meia-vida muito longa, de até 30 anos, se acumula, sobretudo
nos rins, interferindo intensamente nos sistemas bioldgicos (BERNARD; LAUWERYS,
1986). A exposicéo acidental ao metal em altas concentracdes leva a complicagcbes
como nauseas, vomitos, dor de cabeca e irritacdo pulmonar (MARET; MOULIS, 2013).
Ademais, o acumulo de cadmio ja se encontra associado, em casos especificos, a
ocorréncia de diversos tipos de cancer, onde se incluem o cancer de pulmao, de
prostata e pancreas (NAWROT et al., 2010).

Como ja exposto, as semelhancas de propriedades quimicas entre o zinco e o
cadmio favorece a acéo deste ultimo nos meios biolégicos. Assim, mesmo ndo sendo
possivel precisar todos os mecanismos e modo real de acdo do cadmio nos
organismos Vivos, uma vez que sua toxicidade é relativia & uma série de parametros
que ainda inspiram maiores e aprofundados estudos, acredita-se que a forma
catidbnica possua uma grande afinidade por metaloproteinas e diversas espécies
nucleofilicas. Um exemplo da sua acao € a inibicao do equilibrio redox (6xido-reducao)
no processo de crescimento e atividade celular. A espécie Cd?* tem a capacidade de
se ligar a residuos de cisteina formando complexos com proteinas como as
tiorredoxinas e as peroxiredoxinas, cujas funcdes € atuar contra o estresse oxidativo
das células. Outras acdes toxicas do cadmio tém relagdo com a interferéncia na
homeostase de cations essenciais como o Ca?* (calcio) e Mg?* (magnésio), bem como
no equilibrio de ferro, zinco e manganés (MARET; MOULIS, 2013).
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Os efeitos toxicos apresentados pelo cadmio sugerem um grande cuidado
guanto ao seu processamento, utilizacéo e, sobretudo, o seu descarte. Na atmosfera,
a poluicdo por Cd é causada por fatores antropogénicos e naturais, cujos impactos
sdo controlados pela especiacdo quimica e a distribuicdo do tamanho do tamanho da
particula (CREA et al., 2013). Em pesquisa realizada na cidade de Sevilha, na
Espanha, constatou-se que a maior parte do cadmio disperso na atmosfera (29,7%)
foi referente as particulas finas de 0,6 a 1,3 um de didametro, faixa em que também se
encontram os maiores niveis de emissao do metal. Estima-se que as concentracdes
maximas de caddmio no ar possam variar por diversos tipos de fatores, passando de 5
ng m3, em areas rurais, até 150 ng m= em areas urbanas industrializadas (ALVAREZ
et al., 2004; HLAVAY et al., 2001).

A concentracao natural de cAdmio em ambientes aquaticos varia de 0,01 a 0,1
mg L. Contudo, a espécie Cd?* chega a niveis insignificantes, pois apresenta grande
habilidade de interacdo com as principais espécies inorganicas como OH-, Cl-, COs?%,
S04% , Br e F, apresentando-se, em aguas salgadas, sobretudo como sais de cloreto
(CdClI e CdClz). Ainda, o cadmio pode, também, formar uma mistura de complexos
com a matéria organica dissolvida (aminoéacidos, acidos carboxilicos, carboidratos e
hidrocarbonetos). Nos solos e sedimentos, no entanto, a especiagcdo por métodos
diretos é pouco confiavel, sendo mais adequada a especiacdo por métodos de
extracdo, o que compreende uma estratégia de extrema importancia para avaliar a
biodisponibilidade desse metal, que, por sua vez, influencia o desenvolvimento de

plantas e a contaminac¢do dos humanos (CREA et al., 2013).

3.2.1.2 Chumbo

O chumbo (Pb) apresenta massa atémica de 207,2 u e niumero atdmico 82, o
qual se localiza no grupo 14 da tabela periddica. Esse metal detém um importante
papel histérico na préatica da metalurgia, visto que foi um dos primeiros a serem
manipulados ha cerca de sete milénios (CASAS; SORDO, 2006; NRIAGU, 1998).
Contudo, ainda na atualidade, o chumbo e seus derivados sdo muito utilizados e
apresentam um alto valor agregado. Evidéncias desta crescente utilizacdo do metal
foram apresentadas pelo “ILZSG - International Lead and Zinc Study Group” (2017),
indicando que a producéo e utilizagcdo mundial de chumbo atingiram, em 2016, um
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total de 11 milhdes de toneladas, o que representa um acréscimo de mais de 100%
em quatro décadas.

O metal puro é encontrado em pequenas quantidades, apresentando-se mais
comumente na forma Pb?* como em diversos minerais, sobretudo na galena (PbS),
bem como em outros compostos em que adquire o estado de oxidacdo +4; assim,
esses minérios sao geralmente utilizados para obtencdo de chumbo metalico. Seus
is6topos, 2%4Pb, 206Ph, 207PD, 298pPh, com abundancias relativas de 1,4%, 24,1%, 22,1%
e 52,4%, respectivamente, sdo estaveis e de ocorréncia natural (CASAS; SORDO,
2006; GREENWOOD; EARNSHAW, 1997).

A concentracdo do chumbo no ar atmosférico sofre muita variacao e esta ligada
ao nivel de atividade com o metal, derivados e seus rejeitos, em cada regido. Na crosta
terrestre, estima-se que a concentracdo média seja proxima de 15 pg g?, em
diferentes propor¢des nas variadas formacdes rochosas e no sedimento marinho. Os
ambientes aquaticos também apresentam valores de concentracdo variados, sendo
nos rios, onde s&o encontrados os maiores niveis (até 100 ug L), seguido dos lagos
(até 50 pg L) e as dguas do mar com os menores niveis (até 10 pg L?). A
concentracdo de chumbo na agua também depende da variagdo do pH, uma vez que
a formacao de compostos insolliveis com os anions sulfato, carbonato e hidroxido, em
pH mais elevado, diminuem a concentragdao do metal, sendo, normalmente inferiores
a 10 ug L't (BERMEJO, 1982 apud (BERMEJO; JUAN, 2006).

Caracteristicas como o baixo ponto de fusdo, maleabilidade e resisténcia a

corrosdo tornam o chumbo um dos metais mais utilizados, tendo, na producéo de
baterias automotivas de chumbo-acido, sua principal aplicacdo (cerca de 80%), as
quais podem ser usadas também como fonte de energia de emergéncia em edificios,
rede de telefonia mével e hospitais. Além disso, o chumbo também é utilizado como
aditivo em fertilizantes, em protecdo contra radiagdo, em compostos nas industrias de
vidro, cristais e plastico e como componente na fabricacdo de tubos, tintas e
brinquedos (DAVIDSON; BINKS; GEDIGA, 2016; ROY et al., 2014).

Em contrapartida a sua ampla aplicacdo, encontra-se seu alto efeito nocivo a
sistemas biologicos. A adicdo de compostos de chumbo tetralquilicos como o
tetraetiichumbo (Pb(C2Hs)4) na gasolina foi, até o final do século XX, uma das
principais formas de contaminag¢do ambiental, pois, sua combustao libera compostos

de chumbo menos volateis e mais sollUveis em &agua, tornando-se, portanto, uma
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grande ameaca, visto que o envenenamento por chumbo, conhecido como plumbismo
ou saturnismo ja relatado desde a antiguidade, representa sério risco a saude
humana, sobretudo para criancas, nas quais afeta o desenvolvimento fisico e
cognitivo, prejudicando o funcionamento de diferentes 6rgéos e tecidos (FLORA,
FLORA; SAXENA, 2006).

As fontes naturais de chumbo representam um menor risco a contaminacao
ambiental em comparacédo as causadas pela acdo humana na manufatura do metal,
como no caso da adicdo em combustiveis. Assim, sdo diversas as fontes, sendo as
principais o consumo de alimentos e agua, agravado em populacées proximas aos
locais contendo residuos do metal, onde a contaminacéo é permanente também pelo
ar. Outra forma de intoxicac&o ocasional € a exposicado e permanéncia peridédica em
locais que contenham objetos em que foram utilizados solda de chumbo e pecas de
vidro contendo compostos do metal, ambientes com pinturas desgastadas a base de
chumbo, entre outros (ABADIN; LLADOS, 1999).

Além disso, apesar da baixa intensidade, é relevante a contaminacdo do
chumbo em produtos de beleza. Soares (2012) relata a deteccdo de chumbo em
amostras de batons, sombras e tinturas capilares devido a utilizacdo de pigmentos
contendo compostos do metal e relaciona a concentracdo com a intensidade da
coloracdo dos produtos. Neste sentido, produtos de tonalidades mais escuras
apresentaram maiores niveis do metal.

O chumbo apresenta grande habilidade de interacdo com grupos amidas e
sulfidrila presentes nas enzimas, dai sua capacidade de distribuicdo em todas as
células humanas e a interferéncia nos processos bioquimicos, provocando
significativa diminui¢cdo da rota metabdlica normal. Um exemplo disso, esté ligado a
formacdo de células sanguineas, a qual é afetada pelo chumbo através da inibicdo da
sintese da hemoglobina e da diminuicédo da vida util de eritrocitos levando ao quadro
de anemia. Além disso, a intoxicacdo por chumbo pode ocasionar os seguintes
disturbios aos seres humanos: gota, resultante da insuficiéncia renal crénica, lesées
irreversiveis ao Sistema Nervoso Central em criancas, prejuizos a resposta imune por
danos aos linfocitos e citocinas, agravos fisioldgicos ao sistema reprodutivo e
interferéncia no desenvolvimento do feto, ja& no inicio da gestacdo, falhas no

metabolismo 6sseo e 0 aumento da incidéncia de adenocarcinoma renal e doencas
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cardiorrespiratorias (DYATLOV; LAWRENCE, 2002; FLORA; FLORA; SAXENA,
2006; GOYER, 1993; KOSNETT et al., 1994; RONIS et al., 1998).

Em termos bioquimicos, a toxicidade do chumbo envolve os mecanismos de
estresse oxidativo, de troca idnica e de apoptose celular. O chumbo induz a geragao
de espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido (O?%), o anion hidroxilico
(HO") e o peroxido de hidrogénio (H202), levando ao estresse oxidativo quando essas
espécies alcancam concentracdes superiores as suportadas pelo sistema de defesa
antioxidante (HALLIWELL; CROSS, 1994; LOPES et al., 2015). Em rea¢gbes como as
de transporte i6nico e regulacdo enzimatica dependentes de Na* e de cations
bivalentes como Fe?*, Mg?* e Ca?*, o chumbo apresenta grande habilidade de
substitui-los, sobretudo o Ca?*, levando, por exemplo as deficiéncias neurol6gicas
(GARZA; VEGA; SOTO, 2006; LIDSKY; SCHNEIDER, 2003). Por fim, a toxicidade do
chumbo apresenta-se, também, pelo mecanismo de apoptose celular, a morte celular
programada, que é a autodestruicdo da célula em resposta a perturbacdes internas
ou do meio. A presenca do chumbo provoca a disfuncdo mitocondrial através do
blogueio da homeostase do Ca?*, aumentando o acimulo deste cation na célula,
levando-a a morte (FLORA; FLORA; SAXENA, 2006).

3.2.1.3 Regulamentagédo ambiental para cadmio e chumbo

No Brasil, o colegiado responsavel pela implementacgdo de politicas para o meio
ambiente, o Conama (Conselho Nacional do Meio Ambiente), fixou diretrizes e
estabeleceu parametros de controle de qualidade, para diversos fins, quanto a
presenca de cadmio e chumbo. Uma sintese da legislagdo em vigor atualmente é

apresenta na Tabela 3.1.
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Tabela 3. 1 - Classificacdo e diretrizes para aguas superficiais e subterraneas, lancamento de
efluentes, qualidade do solo e fabricacao de pilhas e baterias quanto a presenca de cadmio e

chumbo.
FINALIDADE/CLASSIFICACAO CADMIO CHUMBO LEGISLACAO
0, 0,
29 Pilhas e baterias portateis ?n’OOZA) em ?n'lﬂ) em Resolugéo 401 (2008a) e
S < assa assa alteracdes da Resolucéo
- 0,
© & Baterias de chumbo-acido 0,010% em 424 (2010)
m o massa
Agua doce —classe 1e 2 e A 1
atividade de pesca 0,001 mg L 0,01mgL
» Agua doce — classe 3 0,01mgL* 0,033 mg L?
o P
S Agua salobra —classe 1 e . . ~
[S] 1 1
= atividade de pesca 0,005 mg L 0,0l mgL Resolugéo 357 (2005)~
O ) alterada pela Resolucao
s Agua salobra — classe 2 0,04 mg L? 0,21 mgL? 410 (2009a) e
8 Agua salgada — classe 1 e complementada pela
< gua saig 0,005 mgL? 001mglL?!  Resolucio 430 (2011)
= atividade de pesca
< Agua salgada — classe 2 0,04 mg L 0,21 mg L*
Efluentes 0,2mg L1 0,5mgL?
Agricola 3 mg kg* 180 mg kg*
o & = Resolucdo 420 (2009b) e
S & $ Residencial 8 mg kg 300 mg kg alteracdes dadas pela
NE @ Resolucéo 460 (2013)
Industrial 20 mg kgt 900 mg kg
Emisséo de poluente Resolugdo 316 (2002) e
b atmosférico P 0,28 mg m 0,28 mg m alteracées dadas pela
Resolucdo 386 (2006)
, Consumo Humano 5ugL? 10pgL?
@
(]
%) 5 H -1 -1
3 ‘§ Dessendentacéo animal 50 pug L 100 ug L Resolucio 396 (2008b)
= g Irrigacdo 10 ug L? 5.000 pg L Resolugéo 420 (2009b)
?
Recreacéo 5ug L1 50 ug L*?

Fonte: Resolu¢cdes CONAMA. Disponivel em: http://www2.mma.gov.br/port/conama/. Acesso em 05

dez 2020.

Considerando os valores expostos, fica evidente a relacdo entre o efeito toxico

do cadmio e do chumbo para humanos e demais sistemas biologicos, e os limites

toleraveis pelo meio ambiente. Os parametros apresentados pelo Conama,

estabelecendo os percentuais em pilhas e baterias (BRASIL, 2008a), a classificacao

de aguas subterraneas e corpos de agua e lancamento de efluentes (BRASIL, 2005,
2008b, 2011), a fixacao de valores indicadores da qualidade do solo (BRASIL, 2009b)
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e procedimentos e limites de emissao destes poluentes na atmosfera (BRASIL, 2002),
acentuam o potencial nocivo desses metais e destacam a necessidade de estudos e
desenvolvimento de tecnologias capazes de promover a remocdo desses agentes

toxicos, sobretudo do solo e de sistemas aquaticos.

3.2.2 Modalidades de remediacao de metais téxicos em agua e no solo

Algumas comodidades geradas pela industrializagédo infelizmente n&o séo os
anicos efeitos do processo de modernizacdo dos meios de producdo. Na verdade, o
crescimento da atividade industrial gerou sérios riscos a saude humana ocasionados
pelo lancamento de contaminantes organicos e inorganicos nos diferentes
ecossistemas. Os dejetos inorganicos, onde se incluem metais, a exemplo de cadmio
e chumbo, ndo sdo degradaveis e se acumulam no meio ambiente e contaminam a
populacdo pela cadeia alimentar, além de afetar milhares de pessoas no mundo
inteiro, através do consumo de agua e a inalacdo de altos niveis de gases toxicos
todos os dias (GLIMUN, 2009 Apud. (KUPPUSAMY et al., 2016); (HANSDA; KUMAR;
ANSHUMALLI, 2016).

O estudo e emprego de procedimentos, que objetivem minimizar os danos
desses poluentes no meio ambiente, torna-se cada vez mais crucial. Atualmente,
existe uma variedade de modalidades de remediacdo disponiveis e, portanto, é
imprescindivel ter o conhecimento sobretudo dos riscos do contaminante, considerar
o local a ser remediado, como solo, aguas residuais e outros ambientes aquaticos,
bem como as vantagens e desvantagens de cada modalidade, para fazer a escolha
da mais adequada. Neste levantamento serdo destacadas aquelas empregadas para
remediacao de agua e solo contaminados por metais toxicos.

As modalidades classificadas como de remediacdo, observadas suas
caracteristicas e finalidades, podem ser categorizadas em modalidades de remocéo,
guando sdo empregados a fim de remover os contaminantes do ambiente; modalidade
de tratamento, quando se pretende alterar os danos e transformar os contaminantes
em espécies quimicas menos prejudiciais e modalidade de contencdo, a qual,
objetiva-se a isolar os contaminantes em determinado local, de modo a evitar seu
contato com 0 meio ambiente e, consequentemente, com 0s seres humanos
(KUPPUSAMY et al., 2016).

79



Capitulo 3: Resisténcia e potencial de biossorcdo e bioacumulacédo de cadmio apresentados por
fungos filamentosos isolados do solo

Estas modalidades de remediacéo, por sua vez, podem ser classificadas em
bidticas e abidticas, de acordo com a natureza do agente responsavel pela
transformacdo ou contensdo do contaminante. As modalidades abioticas
compreendem processos fisicos e quimicos, que sédo essencialmente utilizados para
diminuicdo da mobilidade do metal. As modalidades bidticas ou biorremediacédo
ocorrem pelo emprego de biomassa para a transformacdo ou remocdo de
contaminantes. Ambos os métodos podem ser aplicados em tratamentos “in situ”, no
local da contaminacao, ou “ex situ”, em local & parte ou através de alteracfes na area
a ser recuperada (HANSDA; KUMAR; ANSHUMALI, 2016).

3.2.2.1 Remediacéao Abidtica

As modalidades, em que se empregam processos quimicos e fisicos para o
tratamento de contaminacdes por metais toxicos, podem ser designadas como um
conjunto de remediacdo abidtica. Para o tratamento de solos contaminados, por
exemplo, os processos fisicos compreendem as técnicas de substituicdo do solo e a
dessorcgao térmica, e 0s processos quimicos mais comuns sdo a lixiviagdo quimica, a
fixagcdo quimica, o tratamento eletrocinético e a vitrificacao (SIDHU, 2016; YAO et al.,
2012).

Na remediacdo por processos fisicos, a substituicdo do solo contaminado, de
modo parcial, por solo limpo, destina-se a diluicAo e diminuicdo dos efeitos do
contaminante. No uso da técnica de dessorcéo térmica o metal € volatilizado através
do aquecimento do solo contaminado por meio de radiacdo infravermelha, micro-
ondas e vapor na faixa de temperatura de 90 a 560 °C (LI; ZHANG; LI, 2010; SIDHU,
2016).

Entre os processos quimicos empregados na remediacdo de metais toxicos, a
lixiviagdo quimica caracteriza-se pela lavagem do solo com agua e reagentes, seguida
do tratamento da fase liquida com agentes quelantes e surfactantes para recuperacao
do metal (TAMPOURIS; PAPASSIOPI; PASPALIARIS, 2001). A fixacdo quimica
consiste na adicdo de reagentes como Oxidos metalicos ou argila e biomateriais,
formando espécies insollveis para diminui¢do da toxicidade e dificultar a mobilidade
do metal (YAO et al., 2012; ZHOU; HAO; XUE, 2004). Na modalidade, que emprega
a vitrificagc&o, é possivel utilizar combustiveis foésseis ou forno de arco elétrico, plasma

e micro-ondas no tratamento “ex situ”, ou eletrodos diretamente no solo no tratamento
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“in situ”, os quais fornecem temperaturas que vao de 1400 a 2000 °C, promovendo a
obtencédo do metal na forma de rocha vitrea, diminuindo sua mobilidade (YAO et al.,
2012). No tratamento eletrocinético, as particulas ou ions metalicos sdo mobilizados
por eletromigracdo, fluxo eletro-osmético ou eletroforese, em face da aplicacdo de
uma corrente direta ou de potencial entre eletrodos pelo solo, favorecendo o
isolamento dessas espécies (ACAR; ALSHAWABKEH, 1993; GUARACHO, 2005).
Yao e colaboradores (2012) realizaram um levantamento a respeito dessas
tecnologias empregadas na remediacao de solos contaminados por metais toxicos e
assinalaram suas principais vantagens e desvantagens. Para efeito comparativo,

esses dados foram sintetizados na Tabela 3.2.

Tabela 3. 2 - Vantagens e desvantagens das modalidades abiéticas de remediacdo de metais

toxicos do solo.

Técnica Descricéo Vantagens Desvantagens
Substituicdo  Substituicdo parcial do solo  Isolamento e diminuicdo Envolve grande volume
do solo contaminando por solo do efeito contaminante de trabalho, custo

limpo elevado, aplicavel apenas
em pequenas areas
Dessorcéo Volatizacdo do metal por Simples aplicacdo e Uso de dispositivos com
térmica micro-ondas, infravermelho  possibilidade de custo elevado, demanda
e vapor (90 a 560 °C) reutilizacdo do solo muito tempo
Lixiviacao Lavagem do solo com agua Alta eficiéncia Reagentes de custo
guimica e reagentes, agentes elevado e baixa
quelantes e surfactantes biodegradabilidade
Fixacéo Adicéo de reagentes ou Possivel remediar &reas  Alteracdo na estrutura do
guimica materiais baixando a com baixa concentracdo solo e efeitos sobre a
mobilidade do metal de contaminantes microbiota
Vitrificacdo Exposicao do solo a altas Alta eficiéncia Aplicacéo limitada;
temperaturas (1400 a 2000 Custos elevados
°C) para obtencao de
rochas vitreas
Tratamento Adicéo de potencial, direto  Baixo custo, facil Baixa eficiéncia

eletrocinético

ou por eletrodos para
isolamento de particulas e
fons metalicos

aplicacéo, preservacao
do ecossistema natural

Fonte: Yao e colaboradores (2012)

Para a remediagdo de metais toxicos em aguas residuais e corpos d’agua, por

modalidades abidticas, estdo disponiveis uma série de estratégias, dentre as quais é
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possivel destacar a adsorcdo, a coagulacao/floculacdo, a osmose reversa, a
oxidacao/reducao, a precipitacado quimica, o tratamento eletroquimico e a troca i6énica.

A adsorcdo pode ser entendida como um fendmeno superficial no qual um
sélido, usado como adsorvente, é empregado para a retencdo superficial de
substancias — adsorbatos — em solucao por interacdes fisico-quimicas. De acordo com
Crini (CRINI, 2005), a adsorcao ja é considerada muito eficiente e econémica para
uso na remediacdo de metais toxicos. A coagulacéo e a floculalcdo ocorem mediante
ajuste de pH e adicdo de um agente coagulante para desestabilizacao de particulas
em suspensao e a posterior floculacdo resulta na sedimentacao de tais coloides.

A osmose reversa € um processo dependente da aplicacdo de uma pressao
gue seja superior a pressdo osmotica da solucéo, fazendo com que o solvente (neste
caso a agua) flua do meio hipertdnico (mais concentrado) para o meio hipotdnico (mais
diluido), sendo assim, o inverso de um processo normal de osmose. As membranas
de osmose reversa possuem capacidade de reter os metais em sua totalidade
(BAKER, 2012). A oxidacado e a reducdo quimica sao utilizadas para conversado dos
metais tOxicos em espécies menos danosas por imobilizagdo ou diminuicdo da sua
reatividade e/ou mobilidade. Nestes processos, sd0 necessarios o emprego de
reagentes quimicos tais como o permanganato de potassio e o peroxido de hidrogénio
como agentes oxidantes e diéxido de enxofre e sulfato ferroso como agentes
redutores (PEDROSO, 2003).

A precipitagdo quimica apresenta-se como a estratégia quimica mais utilizada
na remocao de metais toéxicos de ambientes aquaticos. Normalmente, os hidroxidos
de metais toxicos séo insollveis, assim, a utilizacdo de reagentes como os hidroxidos
de sdédio, calcio e potassio, aliado ao controle do pH, promovem a remocéo do metal
por separacao do precipitado através de uma filtracdo. O tratamento eletroquimico é
baseado no principio das células de eletrélise, pelas quais se faz passar uma corrente
elétrica entre 0 &nodo e o catodo. Este processo eletroquimico promove a adsorcéo e
precipitacdo dos metais toxicos (KONGSRICHAROERN; POLPRASERT, 1996). A
troca iGnica consiste no emprego de resinas, que capturam os ions em solucao, as
quais necessitam ser tratadas periodicamente, devido a saturacdo, e podem ser
reutilizadas (ADERHOLD; WILLIAMS; EDYVEAN, 1996).

A Tabela 3.3 apresenta um resumo das principais modalidades abitticas

empregadas na remediacdo de ambientes aquaticos contaminados por metais toxicos,
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demostrando as vantagens e desvantagens de cada uma, em uma adaptacdo dos
dados sobre o assunto levantados por O’Connell e colaboradores (2008) e por

Hansda, Kumar e Anshumali (2016).

Tabela 3. 3 - Vantagens e desvantagens no uso de modalidades abioticas de remediacao de
metais tdxicos de ambientes aquaticos.

Técnica Descrigéo Vantagens Desvantagens
N e A O desempenho depende do
InteracBes fisico- Técnica adequada para . .
c - ; adsorvente e a impossibilidade
. quimicas de um a maioria dos metais, ~
Adsorc¢éo de regeneracéo elevam seus

Coagulacao/

adsorvato na superficie
de um adsorvente

Desestabilizacdo de
particulas pelo ajuste
de pH e adicdo de um

apresentando alta
eficiéncia (99%)

Boa lavagem

custos

O controle do pH e o grande
consumo de reagentes
guimicos elevam muito os
custos do processo. Além

floculacédo Desidratacéo disso, sé pode ser aplicada em
agente coagulante para ~ ;
sedimentacéo de concentragdes que variam
. entre 100 e 1000 mg L do
coloides
metal
Aplicacdo de presséo
superior & pressao A demanda por elevadas
osmotica de uma = pressdes e a utilizacdo de
Osmose = Recuperacéo do metal ;
solucéo, fazendo o material na escala de
reversa . puro .
solvente fluir para o membrana elevam muito o
meio mais hipoténico custo do processo
Utilizacdo de agentes L
- Reagentes quimicos
Oxidacdo ou  redutores e/ou . ~ S
= X . N necessarios nédo aplicaveis a
reducéo oxidantes para Mineralizacéo ; .
P - . todos metais/ sensivel ao
guimica mobilizar/detoxificar os

Precipitacéo

metias

Utilizacdo de reagentes
guimicos, normalmente
hidroxidos alcalinos

Simples, econdmico e

clima

E aplicavel apenas a altas
concentracfes de metal. A
grande producéo de

guimica/ S adequado para varios :
filtraco para precipitacéo do_s metais sgdmgn}os gera ptoblemas de
hidréxidos dos metais disposicéo dos residuos.
sob controle do pH
Semelhante ao
principio das células de Possibilidade de
reacOes eletroquimicas obtencao de metais Aplicavel apenas em
Tratamento

eletroquimico

Troca ibnica

contendo o anodo e o
catodo e a aplicacdo de
energia elétrica de uma
fonte externa

puros sem demandar
reagentes quimicos

concentracdes altas do metal
e com custo muito elevado

Eficiéncia na Ineficaz na recuperacéao de
. recuperacao do metal fons metélicos. A dependéncia
Emprego de resinas . i .
puro e alta do ajuste do pH; necessidade

para captura de ions
em solucéo

regeneracdo de
materiais sem
producao de residuos

de pré-tratamento e o uso de
resinas elevam os custos do
tratamento

Fonte: O’Connell e colaboradores (2008) e por Hansda, Kumar e Anshumali (2016).
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Pelo exposto, fica claro que as modalidades abidticas de remediacdo de metais
toxicos do solo e de ambientes aquaticos, em sua maioria, mostram-se desvantajosas,
sobretudo por serem financeiramente dispendiosas e por apresentarem uma série de
problemas, tais como: elevado consumo de energia, recuperagao/tratamento
incompleto dos metais, possibilidade de geracdo de mais residuos com demanda por
armazenamento ou ainda outros tratamentos (SEKHAR et al., 2003; WANG; CHEN,
2009)

3.2.2.2 Remediacao Bidtica

Nas ultimas décadas, houve um significativo crescimento de estudos e
aplicacdes de agentes bioldgicos, a exemplo de plantas (LIANG et al., 2016; SILVA et
al., 2017; WANG et al.,, 2017), algas (AMMARI et al.,, 2016; YE et al.,, 2015a;
ZERAATKAR et al.,, 2016), bactérias (ALENCAR; NAVONI; AMARAL, 2017,
GIOVANELLA et al., 2017; LI et al.,, 2017b; YI et al., 2017), e fungos (BISHNOI,;
GARIMA, 2005; GOLA et al., 2016a; IRAM et al., 2015b; LEITAO, 2009;
MOHAMMADIAN et al., 2017; SIOKWU; ANYANWU, 2012), como promotores da
remocao de metais toxicos de ecossistemas terrestres e aquaticos, uma vez que tal
método tem se mostrado como uma alternativa operacional facil e economicamente
viavel frente as estratégias tradicionais de remediacao.

Alguns autores (BOOPATHY, 2000; WU et al., 2014) tendem a designar
biorremediacdo como a remocdo de poluentes ambientais pelo emprego de
microrganismos, principalmente fungos e bactérias, excluindo do conceito aqueles
processos em que sao utilizadas outras formas de vida. No entanto, em uma definigao
mais ampla e que nos parece, semanticamente, mais apropriada, entende-se que o
termo abrange um conjunto de tecnologias complexas, através das quais, agentes
biolégicos como animais, plantas, fungos, bactérias e outros organismos, de modo
natural, adaptados ou modificados, tém suas capacidades bioquimicas direcionadas
para remocao ou transformacgao/atenuacgao de poluentes do meio ambiente (SHINDE
et al., 2016; WILD; VARFOLOMEYEV; SCOZZAFAVA, 1997).

De modo anélogo as estratégias abibticas de remediacado, a biorremediacao
integra técnicas diversificadas que podem ser empregadas de acordo com as
propriedades ambientais e os tipos de contaminantes; contudo, sua grande vantagem
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pode ser evidenciada, de modo geral, através do seu baixo custo financeiro e por se
caracterizar como uma solucéo ecolégica e socialmente aceitavel (VOLESKY, 2001).

Apesar da vasta possibilidade do emprego de agentes biolégicos em processos
de remediacdo de metais e outros poluentes, € incontestavel que as plantas e os
microrganismos sdo mais amplamente estudados e aplicados. Desta forma, € normal
em trabalhos cientificos, para efeito de categorizacdo, o uso do termo
“fitorremediagcao” para designar os processos em que plantas sdo empregadas, ainda
que, em muitos casos, esteja envolvendo também sua microbiota associada, e o termo
“biorremediacao” para aqueles processos em que estdo envolvidos apenas os
microrganismos. Neste sentido, faz-se necessario um detalhamento destas que sao

as principais vertentes da remediacéo biotica.

3.2.2.2.1 Uso de plantas - Fitorremediacéo

Fitorremediacdo € um termo utilizado para designar processos de remediacao
de poluentes, orgéanicos ou inorgéanicos, do ambiente através do emprego de plantas
(CUNNINGHAM; BERTI, 1993). As plantas podem apresentar formas variadas para
remocao de poluentes, contudo, especificamente para 0os metais, Tangahu e seus
colaboradores (TANGAHU et al., 2011) assinalam que os principais mecanismos de
remocao e detoxificacdo sdo a fitoextracdo, a fitoestabilizacdo, rizofiltracdo e a
fitovolatilizacao.

A fitoextracdo é um processo em que as raizes da planta absorvem o0s
contaminantes do substrato e realizam sua translocacdo para as partes aéreas que,
posteriormente, sédo colhidas e queimadas com a possibilidade de reciclagem do metal
(TANGAHU et al.,, 2011). O estudo realizado por Vashegyi e colaboradores
(VASHEGY!I et al., 2005) mostrou a capacidade de plantas do género Salix em
acumular metais como cadmio, zinco e crébmio, no qual, as espécie Salix alba
(salgueiro-branco) e Salix viminalis, demonstraram, respectivamente, a maior
capacidade de absorcdo de zinco pelas raizes e de translocacdo de zinco para as
folhas.

Algumas espécies de planta apresentam capacidade de impedir a migracao de
ions metdlicos no ambiente, utilizando o mecanismo da fitoestabilizacdo, através da
absorcédo e acumulacao destes ions em seus tecidos, bem como pelas adsorc¢des ou

a precipitacdo em suas raizes (TANGAHU et al., 2011). O uso de Festuca arundinacea
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mostrou-se viavel no emprego das técnicas de fitoestabilizacdo para remediacao de
solo contaminado por Zn e Pb (RIZZlI et al., 2004).

Outras espécies tém a capacidade de adsorver, absorver ou precipitar 0s
contaminantes metdlicos, quase que exclusivamente em suas raizes sem realizar sua
translocacdo; esse € um mecanismo denominado de rizofiltracdo e é observado
principalmente para o chumbo, que, possivelmente, acumula-se nas raizes por
encontrar barreiras fisioldgicas (DUSHENKOV et al., 1995; KUMAR; SMITA; CUMBAL
FLORES, 2013; TANGAHU et al., 2011). A Brassica napus, uma das espécies que
compdem o 6leo da canola, foi apontada como hiperacumuladora de chumbo, que, na
presenca do agente quelante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), teve seu
potencial absortivo aumentado em experimento realizado “in situ” (ZAIER et al., 2010).

A fitovolatilizacdo é o mecanismo em que as plantas, no processo de
crescimento, realizam a absorcédo do contaminante juntamente com a agua, seguida
da liberacdo desse contaminante para atmosfera em uma forma modificada e em
baixas concentracdes, através da folhagem pela evapotranspiracdo. Essas plantas
podem ser usadas, também, para remocao de poluentes do ar. Os elementos mais
comuns a sofrerem esse processo sao 0 mercurio e o selénio (KUMAR; SMITA,;
CUMBAL FLORES, 2013; TANGAHU et al., 2011). As espécies Lycopersicom
esculentum (tomate), Brassica oleracae (brocolis), Festuca arudinacae (festuca-alta),
Medicago sativa (alfafa) e Astragalus bisulcatus (ervilhaca de leite), foram estudadas
e observou-se que Astragalus bisulcatus apresentou a maior absorcao nos tecidos e
a mais alta taxa de volatilizacao de selénio (DUCKART; WALDRON; DONNER, 1992).

3.2.2.2.2 Uso de microrganismos - Biorremediacao

Ao menos dois fatores positivos podem ser apontados para justificar o uso de
estratégias que empregam microrganismos na remediagdo de metais e outros
contaminantes ambientais em contraposicdo aos processos fisico-quimicos
tradicionais, a saber: 0 seu baixo custo e o fato de ser ambientalmente aceitavel
devido a sua minima perturbacdo aos sitios tratados (KARPOUZAS; SINGH, 2010;
MIYASAKA; ASAMI; WATANABE, 2006). Neste contexto, as principais estratégias
utilizadas séo a bioestimulac&o e a bioaumentacao que se baseiam, respectivamente,
na otimizacdo do metabolismo da microbiota local; e na inoculagdo de microrganismos

com conhecido potencial para realizar biorremediacdo (KARPOUZAS; SINGH, 2010).
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No entanto, 0 uso de estratégias de biorremediacao intrinseca, compostagem e a
lavagem de sedimentos em reatores também se mostram como opcdes viaveis na
remediacdo de metais (RAMASAMY; KAMALUDEEN; BANU, 2007).

A bioestimulacdo aproveita a capacidade que microrganismos autéctones?
apresentam de se desenvolverem em ambientes contaminados, desde que sejam
oferecidas condi¢cdes adequadas de disponibilidade de nutrientes (carbono, fosforo,
nitrogénio entre outros), além de temperatura e pH (CARLOS et al.,, 2016). Estas
condicdes sdo necessérias para estimular a biotransformacao dos poluentes por meio
da proliferacdo e o aumento da atividade destes microrganismos. De acordo com
Carlos e colaboradores (2016), o uso da estratégia de bioestimulacdo para o
tratamento de efluente contaminado por Cr (VI) mostrou-se muito eficaz, uma vez que
duas espécies de bactérias Gram-negativas isoladas deste efluente, Alcaligenes
faecalis e Pseudochrobactrum saccharolyticum, quando expostas a solucéo de Cr (VI)
na concentragdo de 10 mg L2, reduziram 100% da espécie a Cr(lll) no intervalo de 48
horas.

A bioaumentacdo €é wuma técnica caracterizada pela utilizagdo de
microrganismos, com ou sem modificacdo genética, que demonstraram alto potencial
de resisténcia e capacidade de biotransformacdo de contaminante em estudos
cientificos, portanto, nesta técnica, a area a ser tratada € inoculada com
microrganismos ndo indigenas. Geralmente, a bioaumentacdo € indicada em
detrimento da bioestimulacdo nos casos em que microrganismos autéctones nao
apresentem células suficientes ou ndo possuam o metabolismo especializado para
biotransformacao do poluente (MIYASAKA; ASAMI; WATANABE, 2006; RAMASAMY;
KAMALUDEEN; BANU, 2007; TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2011). De acordo
com Wang e colaboradores (2014), uma cepa mutante de Bacillus subtilis, obtida por
irradiacdo UV, demonstrou alta tolerancia a cadmio e testes comprovaram sua
eficiéncia como biossorvente de outros metais como crémio, mercurio e chumbo. Além
disso, sua inoculagdo em area de cultivo de rabanete confluiu com a reducdo em até
96,0% da concentragédo desses metais nas hortali¢as.

A biorremediacéo intrinseca € um processo de atenuacdo natural realizado in

situ, que envolve a remediacdo de poluentes por microrganismos indigenas sem a

°Referente aos microrganismos que s&o colonizadores naturais do ambiente em que sdo encontrados, podem ser
designados também como residentes ou indigenas.
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necessidade de intervencdo humana. E uma estratégia mais econémica, mas que
requer o monitoramento de todo processo, sendo a avaliacdo laboratorial da
capacidade de resisténcia e de biotransformacdo dos poluentes pelos
microrganismos, uma das etapas mais importantes (AZUBUIKE; CHIKERE;
OKPOKWASILI, 2016; KULSHRESHTHA et al., 2014).

O uso da compostagem ou biopilhas, na remediacdo de metais do solo e de
sedimentos, é aliado a estratégia de bioaumentacdo, com o controle de alguns
parametros como umidade e adi¢ido de nutrientes. E uma técnica ex situ em que 0
solo é acondicionado em pilhas de modo a permitir o controle da lixiviacao de liquidos
delas originado (AHTIAINEN et al., 2002). Huang e colaboradores (2017) estudaram
o efeito da inoculacéo do fungo Phanerochaete chrysosporium na biodisponibilidade
de Pb e na diversidade da comunidade bacteriana em uma compostagem de residuos
agricolas contaminada por este metal. Os resultados mostraram que o fungo agiu na
estabilizacdo do Pb e no aumento da populagcéo bacteriana.

Os biorreatores de lavagem de solo também compreendem uma estratégia de
biorremediagdo ex situ (RAMASAMY; KAMALUDEEN; BANU, 2007).
Semelhantemente aos processos de bioaumentacdo, 0os microrganismos utilizados
tém capacidade conhecida de resisténcia aos poluentes. Além disso, exigem o
controle das condi¢cbes de pH, temperatura, aeracéo e disponibilidade de nutrientes
para a efetividade do processo de biotransformacdo dos metais (RAMASAMY;
KAMALUDEEN; BANU, 2007). Uma cepa da bactéria Pseudoalteromonas sp. foi
inoculada em biorreator para remediacdo de aguas residuais contendo Cd e mostrou-
se promissora na acumulacdo desse metal e no aumento da populacdo bacteriana

resistente ao mesmo.

3.2.2.2.3 Classificacdo da remediacdo bidtica de acordo com 0S processos
metabolicos

A remediacdo de metais por agentes bioldgicos pode envolver formas
especificas de interacdes entre os ions metélicos e a parede celular dos organismos:
assim, é possivel a ocorréncia de apenas uma ligacdo desses ions na parede celular
ou 0 seu transporte metabdlico através da membrana. Esses processos sao
designados, respectivamente de biossorcdo e bioacumulagcdo (HANSDA; KUMAR,;
ANSHUMALLI, 20186).
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N&o ha uma definicdo Unica para o termo biossorcédo, contudo, de acordo com
Gadd (1993) e Volesky (2001), é mais frequente descrevé-lo como um processo em
gue biomassas de diferentes origens sdo empregadas com o objetivo de reter,
remover ou recuperar metais.

Apesar de organismos vivos na presenca de ions metalicos, invariavelmente,
realizarem a biossorcao, uma vez que a bioacumulacao tem inicio com o processo de
adsorcdo, o termo é basicamente empregado para designar a biorremediacdo de
metais pelo uso de biomassa morta/inativa. Neste sentido, ela é descrita como um
evento fisico-quimico caracterizado por um processo passivo e metabolicamente
independente que ocorre de forma muito rapida podendo ser comparada a métodos
adsortivos ou de troca idnica convencionais (WANG; CHEN, 2009). De fato, o
processo de biossor¢cado por biomassa inativa pode ocorrer por meio de diferentes
mecanismos tais como: a troca idnica, a complexacdo, a adsorcao fisica e a
precipitacdo (HANSDA; KUMAR; ANSHUMALI, 2016).

A bioacumulacdo por sua vez, pode ser entendida como um processo de
biotransformacgéo através da retencdo e concentracdo de uma substancia/metal por
um organismo ativo. No caso dos metais, a bioacumulagéo ocorre pelo seu transporte
através da membrana para o interior do citoplasma celular, assim, o metal
sequestrado fica imovel dentro da célula. Este é um processo complexo que é dividido
em duas etapas. Na primeira etapa, como ja assinalado, acontece a biossor¢gao — uma
rapida quelacdo do metal na parede celular, que é independente do metabolismo — Ja
a segunda etapa ocorre lentamente mediada pelo consumo de energia metabdlica e
€ caracterizada pelo transporte dos ions metalicos através da membrana celular até
as estruturas intracelulares (CHOJNACKA, 2010). Além disso, a bioacumulacdo pode
ocorrer de forma extracelular através da precipitacdo do metal na parede celular,
porém dependente do metabolismo. O organismo utiliza do seu sistema de defesa
para producdo de substancia que favorece a precipitagdo do metal (VEGLIO;
BEOLCHINI, 1997).

A Figura 3.1 apresenta um esquema com 0s mecanismos derivados das
interacdes fisico-quimicas entre metais e a parede celular de organismos ativos e/ou

inativos.
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Figura 3. 1 - Mecanismos de biorremediacédo de metais de acordo com o metabolismo celular.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2017

Na bioacumulacgdo, as espécies metélicas podem se ligar a proteinas, o que
leva a precipitacdo e a insercdo no interior de estruturas ou organelas celulares
especificas (ECCLES, 1995; GADD, 1992, 2004). As células formam complexo com
o metal indesejado e sequestram-no em organelas intracelulares para eventual
exportacdo por sistemas de efluxo. Podem ocorrer efeitos tdxicos, como a
deterioracdo das biomoléculas que levam a alteracdes das propriedades celulares. Os
organismos também podem excretar os compostos responsaveis pela formacao de
complexo com o0s ions metalicos no meio extracelular, reduzir sua
biodisponibilidade e sua bioacumulagdo (HASSLER; SLAVEYKOVA; WILKINSON,
2004).

A bioacumulagao/absorcao

para

intracelular de metais é obrigatoriamente
dependente de células viaveis, uma vez que a interiorizacdo ocorre por meio do
transporte ativo mediado pelo consumo de ATP, ou, ainda, por bioprecipitacao de ions
envolvidos nas fun¢gBes metabdlicas, como os ions fosfatos e pela biotransformacao,
a exemplo da oxirreducédo, metilacdo e desmetilacdo (DHANKHAR; HOODA, 2011,

YILMAZER; SARACOGLU, 2009).
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A Figura 2 apresenta um esquema geral com a representacdo do mecanismo
de biossorcdo, independente do metabolismo, através das interacdes dos ions
metalicos com os grupos funcionais presentes na parede celular, bem como o
mecanismo de bioacumulacdo, o qual é também iniciado com as interagfes fisico-
quimicas na parede celular, seguido da interiorizacdo destes ions através da atividade

metabolica.

Figura 3. 2 - Representacdo esquematica dos possiveis mecanismos de biorremediacao por
células ativas ou inativas.
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3.2.2.2.4 Modelos de isotermas de adsorcao

A eficiéncia de uma determinada biomassa, empregada como um biossorbente
pode ser calculada experimentalmente e expressa por modelos matematicos: ao
colocar a biomassa em contato com uma solugdo de um determinado adsorbato
(como um ion metalico), este tende a fluir para sua superficie até atingir uma condicao
de equilibrio, na qual a concentracdo do adsorbato na fase liquida (Ce) permaneca
constante, e assim, seja possivel determinar a capacidade de adsor¢cdo do
biossorbente (ge) (MELO et al., 2014).

No entanto, esse equilibrio esta condicionado a concentracdo de ions metéalicos
(ou outro soluto), bem como a condi¢cdes constantes de pH e temperatura. As
isotermas de Langmuir e Freundlich sdo comumente utilizadas nos trabalhos de
equilibrios de biossor¢éo, devido a sua capacidade de descrever o comportamento
dos dados experimentais e a maxima adsor¢ao do material, bem como por serem mais
simples por apresentarem apenas dois parametros. Outras isotermas também
utilizadas séo: Redlich-Peterson, Temkin e Dubinin—Radushkevich (KAPOOR;
VIRARAGHAVAN, 1995; MELO et al., 2014).

O modelo matematico de Langmuir admite que ha uma saturagéo da superficie
do adsorbente por uma monocamada de moléculas/ions/atomos do soluto, quando o
sistema atinge a adsor¢cdo méaxima e, assim, a energia de adsorcdo é constante
(KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995). O modelo da isoterma de Langmuir é

representado pela Equacéo 3.1.

Qo xbxCq

Je= 77— Equacéo 3.1
1+Qq x Ce

Na expressao:

e Ce é a concentracdo do adsorbato no equilibrio (mg LY);

e (e € a quantidade adsorvida por grama do adsorvente (mg g2);

e b é a constante relacionada com a energia de adsorcdo (L mg™);

e Qo € a constante que fornece a capacidade de adsor¢cdo méxima tedrica na

monocamada (mg g?).
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A partir da linearizacdo da equacdo de Langmuir (Equacédo 3.2) é possivel
determinar os paradmetros Qo e b, que irdo expressar a razdo Ce/ge em funcgéo de Ce.
A representacdo grafica dessa funcdo € uma reta onde o coeficiente angulara sera

igual a 1/Qo e o coeficiente linear serd 1/(Qob).

Cc 1 1
(q—e) = (_Qob) + (Q_o) Ce Equacéo 3.2
e

7

Para o modelo de Langmuir, é possivel expressar as caracteristicas
importantes de sua equacao por meio de parametro de equilibrio, RL, o qual indica a
natureza da isoterma de acordo com o padrdo descrito na Tabela 3.4 e pode ser

calculado pela Equacéo 3.3.

R—( ! ) E 30 3.3
L= 145C, quacéo 3.

Tabela 3. 4 - Classificacdo das isotermas com relacdo aos Valores de RL.

Valor de RL Tipo de isoterma
R.=1 Linear
R.=0 Irreversivel
O<RL>1 Favoravel
R.>1 Desfavoravel

Fonte: Foo, Hameed 2010

O modelo matematico de Freundlich ndo admite a obrigatoriedade da formacéo
da monocamada para que o sistema atinja um valor constante, e, ainda, assume que
a energia de pode aumentar com o aumento da concentracao do soluto (MELO et al.,

2014). Esse modelo é representado pela Equacao 3.4.

1
qe=Kpx C} Equagéo 3.4

Na expressao:

e KF é a constante de Freundlich (mg g);
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e n € um parametro empirico
A constante Kr e o parametro n podem ser obtidos através da linearizacdo da

equacao de Equacéo 3.5. O coeficiente angular da reta corresponde a 1/n e o coeficiente

linear a log(Kg). Processos adsortivos favoraveis apresentardo valores de n entre 1 e 10.
1
log(q.) =log(Kp) + - log(C,) Equacdo 3.5

De acordo com Kapoor e Viraraghavan (1995), esses modelos foram
desenvolvidos para adsorcao de gas e que, de tal modo, podem néo ser tao eficientes
na explicacdo de adsorcao por material biolégico, assim, eles devem ser apenas uma
reprsentagdo mateméatica da biossor¢éo. Contudo, mesmo com essas limitacdes, 0s
modelos podem fornecer informacdes a respeito do desempenho do material bildgico

na adsorcao de ions metalicos e outros solutos.

3.2.3 Micorremediacao: os fungos e sua aplicacdo na remediacdo de cadmio e
chumbo

3.2.3.1 Biorremediagcédo de Cadmio e Chumbo por Fungos Ativos

Vérios estudos tém demonstrado a capacidade de fungos de diversas espécies
em resistirem e se desenvolverem na presenca de metais toxicos como o cadmio e
chumbo (ALl et al., 2017; DEY et al., 2016; DING et al.,, 2016; JAYARAMAN;
ARUMUGAM, 2014; KAEWDOUNG et al., 2016; MOHAMED; ABO-AMER, 2012).
Esses estudos ressaltam a viabilidade da aplicacdo destes organismos em processos
de biorremediacdo de metais, tanto no solo quanto em sistemas aquosos.

Estudos com objetivos de remediacdo de cadmio por células ativas de fungo
sao muito frequentes devido a alta toxicidade deste metal. Em um desses estudos, as
espécies Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Trichoderma sp. apresentaram bons
resultados para biossor¢do de cadmio na investigacdo da variacdo de parametros
como o pH, a temperatura e o tempo de incubagcdo. Neste estudo, o pH de 5,5, a
temperatura de 35 °C e o periodo de incubac&o de 35 dias mostraram-se como as
condicBes Otimas, com as quais, Trichoderma sp., Aspergillus niger e Aspergillus
flavus foram capazes de biossorver, respectivamente, 56,34%, 44,74% e 42,04% da

concentracdo dos ions metéalicos. De acordo com os autores, apesar de 0 mecanismo
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de absorcédo de metais por fungos ainda ndo ser totalmente entendido, é explicita a
contribuicdo de polissacarideos, proteinas e outras moléculas da parede celular, uma
vez que testes confirmaram a participacdo dos diferentes grupos funcionais em
ligacBes com os céations metalicos (AWASTHI; PANDEY; KHAN, 2017).

As espécies Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum e Trichoderma
tomentosum também tiveram seus potenciais de acumulacdo avaliados durante o
crescimento celular na presenca de cadmio. Os resultados ressaltaram que as
capacidades biossortivas sé@o diferentes para cada espécie de fungo mesmo em
comparacao de individuos de um mesmo género, tendo em vista que Trichoderma
asperellum apresentou a melhor capacidade de remocdo de cadmio do meio,
reduzindo a concentracdo em 76,17% equivalente a 10,15 mg de cadmio para cada
grama de biomassa seca do fungo. Por sua vez, a espécie Trichoderma tomentosum
apresentou a mais baixa capacidade de biossorcéo de Cd, reduzindo a concentracao
em 66,19%, o que representou 5,23 mg g* (MOHSENZADEH; SHAHROKHI, 2014).

Em um estudo realizado por Xie e colaboradores (XIE et al., 2017), observou-
se que Coprinus atramentarius foi capaz de remover 76% do cadmio presente no meio
de crescimento. Além disso, 0s autores investigaram a regulacdo de proteinas a
exposicdo do metal e observaram que a proteina 14-3-3 é altamente induzida na
presenca de cadmio e testes adicionais demostraram que esta exposicao tem relacéo
direta com a regulacdo transcricional desta proteina, bem como com o papel da
proteina 14-3-3 na regulacéo do ciclo celular. Os autores sugerem, neste experimento,
gue a proteina pode ser um indicador da necrose celular.

O micélio ativo do fungo Trametes versicolor apresentou crescente
desempenho de biossor¢ao de acordo com 0 aumento da concentragdo de cadmio no
meio de cultivo, demonstrando uma capacidade de acumulac&o que chegou a 124 mg
g, em 1h, considerando um pH 6timo de 6,0. Os testes foram feitos sem alteracdo na
faixa de temperatura entre 15 e 45 °C, observando-se que o equilibrio de biossorgéo
foi bem representado pela equagao de Langmuir (YALCINKAYA et al., 2002).

Paecilomyces lilacinus foi inoculado em meio de cultivo contendo cadmio a 100
mg L e foi observado que essa concentragdo foi reduzida a 28,97 mg L passados
quatro dias da inoculacéo, com um potencial de acumulacéo de 24,23 mg g*. Anélises
por Energia Dispersiva de Raio-x (EDX) confirmaram que a o metal foi adsorvido pela

biomassa do fungo, uma vez que sugeriu a presenca do metal nas células (ZENG et
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al., 2010). Considerando que, em sitios contaminados, normalmente € frequente a
presenca de varios metais toxicos, em trabalho posterior, Zeng e colaboradores
(ZENG et al.,, 2013) avaliaram o efeito da presenca de outros metais sobre a
biossor¢cédo de cadmio por Paecilomyces lilacinus. Os pesquisadores constataram que
todos os metais testados (zinco, manganés, cobre e chumbo) provocaram uma
diminuicdo na capacidade de biossorcdo de cadmio, contudo esse efeito foi mais
pronunciado para cobre e chumbo, indicando que ha uma competicdo entre os ions
metalicos para se ligarem aos sitios ativos da parede celular e que a afinidade seria
maior para o cobre e chumbo com relacdo aos outros metais.

O estudo de Xu e colaboradores (2015) seguiu no sentido de entender melhor
o0 modelo mecanistico da desintoxicacdo de cadmio por fungos, 0 que ainda € pouco
entendido. Para isso, 0s pesquisadores investigaram a morfologia celular e o sistema
antioxidante de Penicillium chrysogenum. A espécie demonstrou um bom nivel de
absorcédo de cadmio, o qual foi de 63,02 mg g, observada, inclusive, em testes “in
situ”. Utilizando diferentes metodologias, os autores determinaram que o maior
percentual de cadmio se encontrava fortemente ligado a parede celular (86,21%),
seguido da concentracdo de cadmio intracelular (8,46%) e, em menor propor¢ao, de
cadmio levemente ligado a parede celular (5,33%). Os dados foram confirmados por
Microscopia Eletrénica de Varredura acoplada a espectroscopia de Energia Dispersiva
de Raio-X (MEV-EDX). A alta porcentagem de cadmio ligado a parede celular, e
consequente diminuicdo no conteudo intracelular, indica mecanismo de defesa
primario para as funcdes vitais. A avaliacdo, no entanto, da atividade das enzimas
superéxido desmutase (SOD), glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) e catalase (CAT) sugeriu que o0 mecanismo de
desintoxicacao de cadmio por Penicillium chrysogenum compreendia a biossor¢ao, o
sequestro celular e a defesa antioxidante. Resultados semelhantes, quanto a
importancia do sistema de defesa antioxidante foram descritos para o fungo Pleurotus
ostreatus (LI et al., 2017a).

A espécie Lentinus edodes foi relatada por Bayramoglu e Arica (2008) como
acumuladora de cadmio; os autores reforcaram a influéncia de parametros como pH,
concentracdo do metal e temperatura na capacidade de biossor¢cao do fungo. Os
resultados demonstraram que, para Lentinus edodes, a variacdo da temperatura entre

15 e 45 °C néao representou efeitos significativos e que o maximo de absorcao pelos
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fungos ativos foi de 78,5 mg g* em pH 6,0. De acordo com os resultados, os dados
experimentais puderam ser representados pelos modelos de equilibrio de Langmuir e
Freundlich.

De modo semelhante aos estudos com cadmio, as investigacdes da
capacidade de fungos em biossorver chumbo durante o crescimento celular, ou apés
0 crescimento, e com as células ainda ativas, também tém ganhado destaque como
uma alternativa para biorremediacéo, sobretudo “in situ”.

O fungo Aspergillus foetidus foi apresentado por Chakraborty e colaboradores
(2013a) como um grande candidato a biorremediacdo de chumbo em sistemas
aguaticos, uma vez que, nas condi¢des oOtimas, promoveu reducdo de 94.57% de
chumbo da solucdo. Nestas condi¢bes (200 mg L de chumbo), observou-se, também,
um maior crescimento micelial em comparacdo com o controle. Essas observacoes
podem ser explicadas a partir dos resultados da caracterizacdo bioquimica do fungo.
De acordo com os autores, a instabilidade na membrana celular causada pela dose
nao letal do metal provocou maior permeabilidade e fluxo livre de nutrientes,
aumentando a atividade metabdlica. Essa explicacdo encontra suporte, também, no
observado acréscimo da sintese proteica nas concentragcdes mais baixas do metal
usada como uma estratégia de sobrevivéncia. Os dados do estudo bioquimico
também demonstraram que a espécie utiliza um mecanismo contra o estresse
oxidativo pelo incremento dos niveis de prolina e enzimas antioxidantes para
detoxificacdo de espécies estimuladas pela presenca de chumbo, como o
malonaldeido e do perdxido de hidrogénio.

A producéo de oxalatos micogénicos ja foi alvo de varios estudos e € um grande
exemplo da formacdo de biominerais por fungos. Esse fen6meno foi alvo de
levantamento realizado por Gadd e colaboradores (2014), que demonstraram que
essa producdo de oxalatos € bem distribuida entre os fungos que utilizam a
capacidade deste anion em complexar e precipitar metais, atuando, assim, na
especiacdo, mobilidade e na sua toxicidade. A formacgao de cristais de oxalato de
chumbo, extra micelial, em culturas de espécies dos géneros Fomitopsis e
Ganoderma, crescidos na presenca de nitrato de chumbo, foi identificada por MEV-
EDX e Difracdo de Raio-X (DRX) como descreveu Kaewdoung e colaboradores
(2016). Essa constatacao reforca o potencial do emprego de fungos em processos de

biotransformacdo, bem como a capacidade que esses microrganismos apresentam
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em utilizar seu metabolismo para promover a bioacumulacdo extracelular de metais,
através da precipitacdo de espécies menos tdxicas como um mecanismo de defesa,
gue lhe assegura a sobrevivéncia.

Rhee, Hillier e Gadd (2016) descreveram pela primeira vez a formagéao de um
hidroxicarbonato de chumbo mediado por Paecilomyces javanicus, revelando uma
nova etapa de mineralizacdo do chumbo por fungos. As vias principais de
carbonatacdo do chumbo, a cerussite (carbonato de chumbo - PbCOz3), 0 oxalato de
chumbo (PbC204) e o plumbonacrito (Pb10(CO3)sO(OH)s) foram identificadas por DRX.
No entanto, a presenca de uma outra fase mineral ndo identificada pelo DRX foi
investigada através de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(IV-TF) que revelou uma constituicdo rica em grupos carbonatos e hidroxilicos,
chegando, entdo, a um quarto produto de mineralizacdo do chumbo por fungos, a
hidrocerussite (Pbs3(C0Oz3)2(OH)2). Mais uma vez, destaca-se a habilidade de
desentoxicacdo de metais por espécies fungicas.

Um estudo a partir de quinze isolados fungicos destacou o potencial de uma
cepa de Aspergillus niger em realizar a biorremediagédo de chumbo. A variacédo de
parametros de crescimento levou as condi¢cdes 6timas em pH 5,0 e a concentracao
do metal em 200 mg L' com acumulacdo de cerca de 90% do metal. Os dados de
adsorcao foram comparados com modelos mateméticos e puderam ser representados
pela isoterma de Freundlich.

Varios exemplos de investigacéo sobre a biorremediacao de cadmio e chumbo,
a partir de células vivas de fungo, podem ser citadas para demonstrar como € bem
sucedido o emprego desses organismos em processos de biotransformacéo de metais
toxicos. Assim, a Tabela 3.5 apresenta um resumo das publicacdes explicitando a
diversidade de espécies fungicas estudadas e que demonstraram potencial para

emprego em estudos de bioacumulacao via metabolismo ativo.
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Tabela 3. 5 - Biossor¢cdo de cadmio e chumbo por células viaveis de diversas espécies

fungicas (continua)

Espécie fungica

Metal e detalhes do

Bioacumulagao

Referéncia

experimento (mg gl
Agaricus ] MELGAR; ALONSO; GARCIA,
MACToSpOrUS Cd, 100 mg L, 20 h 76,64 (2007)
’Q.ga”“?s Pb, 800 mg L, 2 h 208,5 Hanif e Bhatti (2013)
itorquis
Agaricus ) MELGAR; ALONSO; GARCIA,
Macrosporus Pb, 100 mg L, 20 h 72,78 (2007)
Aspergillus 1 Chakraborty, Mukherjee e Das
footidis Pb, 200 mg L, 96 h 430 5013p)
Aspergillus niger Pb,100mg L%, 72 h 34,4 Dursun et al. (2003)
Aspergillus niger  Pb, 250 mg L%, 178 h 54,05 Iskandar, Zainudin e Tan (2011)
Aspergillus niger Cd,75mgL?, 2h 15,50 Liuetal (LIU et al., 2006b)
Aspergillus niger Cd,70mgL?, 18 h 2,65 (TODOROVA et al., 2008)
Aspergillus Cd, 10 mg L%, 13 d 1250 (MASSACCESI et al., 2002)
terreus
Curvularia lunata Cd, 10 mM, 48 h 64,62 (PARASZKIEWICZ et al., 2007)
Curvularia lunata Pb, 10 mM, 48 h 169,57 (PARASZKIEWICZ et al., 2007)
Curvularia Cd, 10 mM, 48 h 20,63 (PARASZKIEWICZ et al., 2007)
tuberculata
Curvularia Pb, 10 mM, 48 h 144,05 (PARASZKIEWICZ et al., 2007)
tuberculata
Fusarium Cd, 10 mg L, 48 h 0,84 (RASPANTI et al., 2009)
phyllophilum
Fusarium Pb, 10 mg L%, 48 h 0,20 (RASPANTI et al., 2009)
phyllophilum
-1
Fusarium sp. E‘ijr'] 100 mg L=, 45 22,98 (PAN: CAO; ZHANG, 2009)
-1
Fusarium sp. rF:i’r’] 100 mg L=, 45 166,11 (PAN; CAO; ZHANG, 2009)
Gliocladium Cd, 10 mg L%, 13d 1850 (MASSACCESI et al., 2002)
roseum
Lasiodiplodia sp.  Cd, 0,1 mM, 120 h 46 (DENG etal., 2014)
Lasiodiplodia sp. Pb, 4 mM, 120 h 560 Deng etal. (DENG et al., 2014)
. - -1 «
Lentinus sajor-  Cd, 200 mg L, 30 104,8 (BAYRAMOGLU; ARICA, 2008)
caju min.
Mucoromycote 560 mg (-1, 4 h 79,65 (ZHU etal., 2016)

sp.
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Tabela 3.5 - Biossorcao de Cd e Pb por células viaveis de diversas espécies fangicas

(concluséo)

Espécie fungica

Metal e detalhes do

Bioacumulagao

Referéncia

experimento (mg gt
Paecilomyces 100 mg L1, 24 h 36,46 (ZENG etal., 2013)
lilacinus
Paecilomyces Cd, 10 mM, 48 h 8,50 (PARASZKIEWICZ et al., 2007)
marquandii
Paecilomyces Pb, 10 mM, 48 h 65,14 (PARASZKIEWICZ et al., 2007)
marquandii
Penicillium Cd, 5mM, 120 h 54,33 (XU et al., 2015)
chrysogenum
Penicillium 1 I
simplicissimum Pb,250 mg L*, 178 h 38,98 Iskandar, Zainudin eTan (2011)
-1
Penicillium sp. ri?r’] 100 mg L=, 45 372,54 (PAN; CAO; ZHANG, 2009)
Phanerochaete o\, 5 1014 3 h 80,0 (YETIS etal., 2000)
chrysosporium
Phanerochaete g 011 6 1,33 (DEY etal., 1995)
chrysosporium
E;‘jalj‘mt“s Saor cd,50 mg L%, 5d 29,56 (CIHANGIR; SAGLAM, 1999)
gg:iﬁ’smyces Cd, 10 mg L%, 13d 155,0 (MASSACCESI et al., 2002)
Trametes Cd, 600 mg L%, 2 h 102,3 (ARICA; KACAR; GENGC, 2001)
versicolor
Trametes Cd, 200 mg L, 1 h 124 (YALCINKAYA et al., 2002)
versicolor
Trichoderma 1 N
asperellum Pb,250 mg L*, 178 h 17,62 Iskandar, Zainudin e Tan (2011)
Trichoderma Cd, 100 mg L, 60 d 1075 (MOHSENZADEH; SHAHROKHI,
asperellum 2014)
I”Ch"derma Cd, 10 mg L%, 48 h 1,32 (RASPANTI et al., 2009)
arzlanum
Jrichoderma Pb, 10 mg L, 48 h 2,20 (RASPANTI et al., 2009)
arzlanum

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.3.2 Biorremediacédo de Cadmio e Chumbo por Fungos Inativos

Além dos trabalhos que relatam os resultados da avaliacdo do crescimento

micelial na presenca de cadmio e chumbo, ha varios estudos em que o0s

pesquisadores utilizaram também, ou, em alguns casos, exclusivamente a biomassa
do fungo inativo como adsorvente (IRAM et al., 2015c; ISKANDAR; ZAINUDIN; TAN,
2011; MATHEICKAL,; YU, 1997; MOHSENZADEH; SHAHROKHI, 2014; ZHU et al.,
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2016). Nestes trabalhos, € frequente o uso da metodologia geral de cultivo do fungo
em meio livre de ions metélicos e, apos desenvolvimento do micélio, procede-se a
inativacao celular e obtenc&o da biomassa seca por meio de calor ou liofilizacéo para,
entdo, realizar os testes de adsorcdo e obtencdo das isotermas de equilibrio em
funcdo da variacdo da concentragcdo inicial dos ions metdlicos, do pH e da
temperatura.

Alguns resultados merecem destaque entre as pesquisas que usaram
biomassa de fungo inativo como adsorvente, como é o caso do trabalho de Mahmoud
e colaboradores (MAHMOUD et al., 2017), no qual isolaram o fungo Aspergillus flavus
do ambiente marinho e identificaram sua alta capacidade de biossorcdo de cadimio e
chumbo. A partir de 5,0 mg de biomassa do fungo, em pH 7,0 e 6,0 e tempo de 40
minutos, foi possivel identificar uma capacidade de remoc¢ao de 174,2 mg de Cd/g de
biomassa fungica e 207,2 mg de Pb/g de biomassa fungica. Neste caso, o0 modelo
matematico de Langmuir explicou satisfatoriamente os equilibrios de adsorcéo
observados.

Akinkunmi e colaboradores (AKINKUNMI et al., 2015) realizaram o isolamento
de fungos do solo tolerantes a chumbo e identificaram o isolado mais resistente como
a espécie Fusarium equiseti, o qual foi utilizado em investigacdo de biossorcédo do
metal em que a eficiéncia da remocao foi monitorada a partir do controle de pH,
temperatura, concentracdo do metal, agitacdo, tempo de contato e de crescimento da
biomassa. A partir de uma concentracdo de 300 mg L* de Pb, em pH 4,0 e
temperatura de 30 °C, 97,9% do metal foram adsorvidos pelo fungo Fusarium equiseti,
utilizando-se 0,04 g de biomassa do fungo, com cinco dias de crescimento, sob
agitacao de 150 rpm por 60 minutos.

O fungo Aspergillus niger demonstrou grande habilidade de biossor¢céo de Pb
na investigacao realizada por Iram e colaboradores (2015a), cujo objetivo era o de
descrever habilidades de fungos para remediagéo de solos contaminados por metais
toxicos. A. niger foi capaz de adsorver 172,0 mg de Pb/g de biomassa fungica com pH
otimo em 5,0 e temperatura de 37°C, dados ajustados ao modelo de Langmuir.

O fungo Trametes versicolor apresentou capacidade maxima adsortiva, por
biossorcéo, de 120,0 mg de Cd/g de biomassa na temperatura de 25°C e pH 6,0. O
equilibrio de biossor¢cédo foi adequadamente tratado pelos modelos matematios de
Langmuir e Freundlich (ARICA; KACAR; GENC, 2001).
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A Tabela 3.6 apresenta um resumo dos resultados experimentais de
publicacbes que objetivaram a investigacao de espécies fungicas com capacidade de
biossorcdo de metais toxicos, dentre os quais, cadmio e chumbo. Aqui, observa-se
uma grande diversidade de espécies fungicas, realgcando, dessa forma, o potencial

associado ao uso de fungos inativos para propostas de biorremediacao.
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Tabela 3. 6 - Biossor¢do de cadmio e chumbo por células inativas de diversas espécies

fungicas (continua)

f e Metal e detalhes do  Biossorgao Isoterma A

Espécie fungica . 3 . Referéncia
experimento (mgg™?) aplicada
Absidia orchidis  Pb, 200 mg L%, 3 min 351,0 Langmuir g';g;AN; VOLESKY,
-1
Agaricus bisporus ri?n 200 mg L=, 150 28,8 Langmuir (VIMALA; DAS, 2008)
Agaricus 4 ) (MELGAR; ALONSO;
MACTOSPOIUS Cd,1000mg L%, 1h 47,31 GARCIA, 2007)
Agaricus 1 i (MELGAR; ALONSO;
macrosporus Pb, 2000 mg L=, 1h 66,34 GARCIA, 2007)
Aspergillus flavus ~ Pb, 1400 mg L%, 50 h 93,65 Langmuir Iram et al. (2015a)
1 H
Aspergillus flavus C(.j' 1000 mg L™, 40 174,22 Freundllph Mahmoud et al. (2017)
min. Langmuir
-1 H
Aspergillus flavus Pl.)’ 2000 mg L*, 40 207,2 Freundhg:h Mahmoud et al. (2017)
min. Langmuir
Aspergillus ) (CHAKRABORTY et al.,
foetidus Cd, 10 mM, 96 h 73.46 2014)
Aspergillus niger  Pb, 1400 mg L, 50 h 172,25 Langmuir Iram et al. (2015a)
bBea“."e“a Cd, 100 mg L%, 120 h 13,54 ; (GOLA et al., 2016b)
assiana
Fomitopsis i (GABRIEL; VOSAHLO;
pinicola Cd, 10 mM, 2h 130.2 BALDRIAN, 1996)
-1

Fusarium equiseti ritl)n 300mg L~ 60 245 - Akinkunmi et al. (2015)
Lasiodiplodiasp. Cd,10mglL?,4h 30 Freundlich  (DENG etal., 2014)
Lasiodiplodiasp. Pb10mglL?, 3h 110 Langmuir (DENG et al., 2014)
Lentinus sajor- Cd, 200 mg L%, 30 1235 Freundlich  (BAYRAMOGLU;
caju min. "~ Langmuir ARICA, 2008)
gﬂpucoromyc"te Cd, 500 mg L%, 2 h 79,67 Langmuir  (XIA etal., 2015)
gﬂpucoromy“’te Cd, 500 mg Lt 4 h 56,51 Langmuir  (ZHU et al., 2016)
Paecilomyces Cd, 500 mg L%, 1 h 77.61 Langmuir (XA etal., 2015)
lilacinus
Paecilomyces Cd, 100 mg L%, 24 h 24,23 - (ZENG et al., 2010)
lilacinus
Paecilomyces Cd, 100 mg L%, 24 h 41,99 - (ZENG et al., 2013)
lilacinus

T 1
Penicillium Pb, 1223 umol L™, 24 116 i (NIU et al., 1993)
chrysogenum h
Penicillium 1 . . (HOLAN; VOLESKY,
chrysogenum Cd, 200 mg L, 3 min 56,0 Langmuir 1995)
Penicillium sp. Pb, 150 mg L%, 2h 72,5 Langmuir (2\(/)Iilc_);\/IURUGAN etal,
Penicillium sp. Cd, 200 mg L%, 7d 11,14 - (DENG et al., 2017)
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Tabela 3. 6 - Biossor¢do de cadmio e chumbo por células inativas de diversas espécies

fungicas (continua)

f e Metal e detalhes do  Biossorgao Isoterma A
Espécie fungica . 3 . Referéncia
experimento (mgg™?) aplicada
-1 . .
Phanerochgete C;I, 100 mg L™, 20 23,04 Langmuir Say, Denizli e Arica
chrysosporium min. (2001)
-1 T .
Phaneroch{:\ete Pl?, 100 mg L?, 20 69,77 Langmuir Say, Denizli e Arica
chrysosporium min. (2001)
Phanerochaete -~ 4 g1 6h 12 - Yetis et al. (1998)
chrysosporium
Phanerochaete ) 154 o1 61y 575 - Yetis et al. (1998)
chrysosporium
-1
Phaneroch{;\ete Pp' 50mg L+, 30 53,6 - Ceribasi e Yetis (2004)
chrysosporium min.
-1
Phanerochaete  Pb, 200 mg L*, 150 108,0 Langmuir  (WU; LI, 2002)
chrysosporium min.
Phanerochfaete Cd, 300 mg L%, 6 h 27,79 Langmuir (SAY; DENIZLI; ARICA,
chrysosporium 2001)
Phanerochgete Pb, 300 mg L%, 6 h 86,86 Langmuir (SAY; DENIZLI; ARICA,
chrysosporium 2001)
Phellinus badius Pb, 200 mg L%, 24 h 170,0 Langmuir %QJ)HEICKAL; Yu,
Plgurotus sajor- Cd, 50 mg L%, 120 h 33.50 i (CIHANGIR; SAGLAM,
caju 1999)
Polyporus Cd, 100 mg L, 6 h 25 - Yetis et al. (1998)
versicolor
Polyporus Pb, 100 mg L, 6 h 110 - Yetis et al. (1998)
versicolor
PVCHODOIUS (MASHITAH;
S;’n ui'%eus Cd,1gL%2h 13 - ZULFADHLY; BHATIA,
g 1999)
Pycnoporus (MASHITAH;
At Pb,1gL? 2h 28 - ZULFADHLY; BHATIA,
g 1999)
Pycnoporus (MASHITAH;
ycnop Cd,200mg L1, 2h 13,0 - ZULFADHLY; BHATIA,
sanguineus
1999)
PVCHODOIUS (MASHITAH;
ycnop Pb,200 mg L% 2h 29,0 - ZULFADHLY; BHATIA,
sanguineus
1999)
Rhizopus cohnii Cd,100mgL?, 2h 40,5 Langmuir (ZIE)Lig) XIAG; LUO,
Trametes " . (ARICA; KACAR;
versicolor Cd,600mg Lt 2h 120,6 Langmuir GENC, 2001)
Trametes (GABRIEL; VOSAHLO;
versicolor Cd, 10mM, 2h 1095 - BALDRIAN, 1996)
Trametes 1 . (YALCINKAYA et al.,
versicolor Cd,200mgL?* 1h 153 Langmuir 2002)
Trichoderma 1 i (LOPEZ ERRASQUIN;
atroviride Cd, 1,25 mg L=, 96 h 45 VAZQUEZ, 2003)

Fonte: elaborada pelo autor, 2017
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3.3 MATERIAL E METODO

Todos os equipamentos e reagentes utilizados nesse trabalho estdo descritos na

tabela 3.7.

Tabela 3. 7 - Descricdo dos equipamentos e reagentes utilizados

EQUIPAMENTO/REAGENTES MARCA/MODELO
Agar Mimedia
Agitador mecanico Quimis
Autoclave vertical Phoenix

Balanca analitica

Batata inglesa

BDA

Capela de fluxo laminar
Espectrometro de absorgéo atbmica com chama
Estufa

Estufa Incubadora BOD

Forno de microondas domeéstico
Glicose Anidra (Dextrose)
Incubadora refrigerada com agitacao
Nitrato de cadmio

Padrao (Cd?*)

pHmMetro

Ultrapurificador de agua

Shimadzu (AY220)

MERCK

LABCONCO - 36210

GBC Scientific (SensAA Dual)
FABBE (119)

Nova Etica BOD 411D
BRASTEMP (maxi)

Synth

Tecnal (TE-424)

Dindmica

SCP Science

MS Tecnopon Instrumentalizagéo
ELGA (Purelab Classic)

3.3.1 Fungos filamentosos tolerantes a cadmio

Os 52 fungos filamentosos isolados do solo (ver descricdo no Capitulo 1) foram
submetidos a ensaio para selecéo das espécies tolerantes a cadmio, em meio de BDA
(Batata, Dextrose, Agar) suplementado com cations de cadmio (Cd(ll) obtidos de

solucdo de nitrato de cadmio tetrahidratado - Cd(NOs3)2.4H20 ) na concentracdo de

100 mg L.

Foram utilizadas culturas de até sete dias de crescimento, das quais,
fragmentos de aproximadamente 1,0 cm foram transferidos para placas de Petri,

contendo o meio BDA suplementado com cadmio. O ensaio foi realizado em triplicata

e as placas foram incubadas a 28 °C pelo periodo de 10 dias.
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Todo meio de cultivo, bem como os materiais utilizados nos procedimentos de
inoculacdo dos fungos neste trabalho, foi esterilizado em autoclave a 121 °C pelo

periodo de 20 minutos.

3.3.2 Fungos filamentosos resistentes a cadmio

Apéds avaliacdo da tolerancia a cadmio, os fungos capazes de desenvolver
algum crescimento micelial, foram submetidos ao mesmo experimento descrito no
item 3.3.1, porém utilizando o meio BDA com a concentracéo de cadmio elevada para
500 mg L (em triplicata).

Esse potencial foi investigado, ainda, através da determinacao da concentracao
minima de Cd(Il) capaz de inibir o crescimento fungico. Assim, as espécies, que
desenvolveram micélio no meio contendo a concentracdo de Cd(ll) em 500 mg L7,
foram submetidas a progressivas concentracfes do metal.

A concentracdo minima de Cd(ll) capaz de impedir o desenvolvimento micelial
visivel dos fungos em meio liquido foi determinada a partir da inoculacdo dos fungos
em meio BD suplementado por diferentes concentracdes de Cd(ll), variando de 1.000
até 10.000 mg L.

Frascos Erlenmeyer, contendo o meio, foram inoculados com fragmentos dos
fungos obtidos de placas com cerca de sete dias de crescimento. Os frascos foram
incubados ao abrigo da luz, em temperatura ambiente, por dez dias. Apds o periodo
de incubacéo, a menor concentragdo em que nao foi observado o crescimento fungico
foi considerada a inibitoria.

Esses mesmos fungos, os considerados resistentes, foram submetidos a
ensaios que simularam a micorremediacdo de cadmio, a saber: bioacumulacdo por

fungo ativo e biossorcgéo a partir de biomassa morta.

3.3.3 Avaliacdo da capacidade bioacumulativa de céadmio por fungos
filamentosos em meio liguido

Para avaliar a capacidade de bioacumulacdo dos fungos, um fragmento de
aproximandamete 0,5 cm da cultura, com sete dias de crescimento, foi inoculado em

frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio BD (Batata, Dextrose)
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suplementado com 100 mg L' de Cd(ll), em triplicata, para cada amostra
(ZAPOTOCZNY, 2007). Um frasco contendo apenas o meio BD, sem adicéo de ions
Cd(ll), e sem indculo, foi utilizado como branco. Adicionalmente, um frasco contendo
meio BD suplementado com 100 mg L de Cd(ll), também sem inéculo, foi utilizado
como controle da influéncia da reducao da espécie metdlica por fatores abioticos.

A concentracdo inicial dos ions Cd(ll), em cada frasco, foi verificada por
espectrometria de absorcao atbmica com chama (EAAC) antes da inoculacao.

O cultivo foi realizado ao abrigo da luz em incubadora rotatéria a 28° C e 120
rpm pelo periodo de 10 dias. Apos o periodo de crescimento, o meio foi filtrado em
sistema de filtracdo a vacuo. O meio filtrado foi utilizado para determinacdo da
concentracao final dos ions Cd(ll) no sobrenadante por EAAC. A biomassa fangica foi
lavada trés vezes com 4gua destilada e seca em estufa a temperatura de 80 °C até
se obter uma massa constante (aprox. 24h). Apés a secagem, a massa da biomassa
fungica foi medida e definida como “biomassa seca” (g).

A porcentagem de Cd(ll) sequestrada q (mg g*) foi calculada pela Equacéo 6.

q = [(Ci-Cf)/m].V Equag&o 6

Na Equacéo 6, q (mg g*) é a absorcdo de ions metdlicos (mg) por grama de
biomassa; Ci (mg L) é a concentracéo inicial de metal na fase liquida; Cf (mg L) é
a concentracao final de metal na fase liquida; m (g) é a massa da biomassa seca; e V

(L) € o volume do meio.

3.3.4 Adsorcao de cadmio por biomassa fungica

3.3.4.1 Obtencédo da biomassa fangica

O experimento de biossorcédo de Cd(Il) por biomassa de fungo inativo foi
realizado a partir dos procedimentos e parametros estabelecidos no trabalho de Brito
(2017).

Foram realizadas inoculagdes de fragmentos de aproximadamente 1,0 cm das
colbnias fungicas com até sete dias de crescimento, em frascos Erlenmeyer de 1 L,
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contendo 200 mL de meio BD. Os frascos foram reservados ao abrigo da luz, e o
crescimento das colénias no meio liquido se deu em um periodo de 10 dias.

Apds o crescimento, os frascos contendo os micélios foram autoclavados por
40 minutos a 121 °C. Apds esse processo de inativagdo dos fungos, a biomassa foi
filtrada, lavada com agua destilada e, em seguida, levada a estufa para secagem com

aguecimento em torno de 70 °C, até massa constante.

3.3.4.2 Construcao das isotermas de adsorcao

As isotermas foram construidas para avaliacdo dos parametros
termodinamicos de capacidades maximas de adsorcao, fator de separacao e energia
de adsorcao. Para isso, cinquenta miligramas de cada uma das espécies de fungo
foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, foram
adicionados 25,00 mL de solugdo contendo Cd?* nas concentracdes de 5, 10, 20, 40,
60, 80 e 100 mg L't em pH 6. Em seguida, prosseguiu-se com agita¢do mecanica (200
rom) durante 1 h. Os dados foram tratados matematicamente pelos modelos

matematicos de Freundlich e Langmuir.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Fungos filamentosos tolerantes a cadmio

Como mostrado na Tabela 3.8 todas as 52 espécies fungicas testadas foram
capazes de se desenvolver, em diferentes graus, no meio BDA suplementado com
cations de Cd(Il). A néo letalidade do meio estressado com uma concentracdo ja
elevada de cadmio ratifica a grande capacidade adaptativa comumente relacionada a
esses microrganismos, uma vez que foram isolados de ambiente ndo contaminado
pelo metal.
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Tabela 3. 8 - Influéncia do Cd (ll) nas caracteristicas macromorfolégicas de fungos

filamentosos. (continua)

Cddigo

Cepa

Observac@es macroscépicas

MO1

Penicillium sp.

O micélio apresentou um desenvolvimento mais lento e uma leve
despigmentacdo e diminuicdo na producdo de esporos, porém, a
espécie continuou produzindo pigmento amarelo difuso no meio.

MO02

Penicillium sp.

Houve uma discreta mudanca na coloracdo e alteragéo na velocidade
do crescimento da coldnia. O isolado demostra consideravel tolerancia
ao cadmio.

MO3

Penicillium sp.

Mantiveram-se preservadas a textura de camurca e a superficie lisa
do micélio, mas, ocorreu modificacdo radical na coloragéo de lilas para
branco.

MO04

Penicillium sp.

N&do ocorreram alteragcbes morfolégicas expressivas, foram
preservadas a textura de camurcga e a superficie lisa, mas o tom da
coloracéo do micélio foi levemente modificado.

MO5

Nao identificado

O aspecto da coldnia foi completamente modificado. Sua coloragao
originalmente branca passou a ser verde e a textura superficial lisa.
Além disso, houve a producao de pigmento verde amarelado difuso
no meio.

MO6

Fusarium sp.

O aspecto da colénia ndo foi alterado, porém, a velocidade de
crescimento da coldnia foi muito afetada.

M09

Nao identificado

Afetou, principalmente, a velocidade de crescimento da coldnia.

MO012

Aspergillus sp.

Causou pequena variacao na coloracdo da col6nia e na velocidade de
crescimento do fungo.

MO013

Fusarium sp.

A coloragdo e textura da coldnia foram altamente modificadas, a
espécie passou a produzir um pigmento de coloracdo amarelada
difuso no meio.

MO015

Fusarium sp.

O aspecto do micélio foi quase inalterado, mas a velocidade do
crescimento foi significativamente diminuida.

MO16

Aspergillus sp.

Houve uma total supressao na producao de esporos aéreos pretos, 0
micélio rasteiro passou a apresentar uma coloragdo esverdeada com
lentiddo de crescimento.

MO017

Aspergillus sp.

Houve uma total supressao na producao de esporos aéreos pretos, 0
micélio rasteiro passou a apresentar uma coloracdo esverdeada com
lentiddo de crescimento.

M020

Nao identificado

Causou completa modificacdo na textura, na coloracdo e na
velocidade de crescimento do micélio.

M021

Penicillium sp.

Foram modificadas completamente a textura, a coloracdo e a
velocidade de crescimento do micélio. Ocorreu, ainda, a supresséao da
producéo e difusdo de pigmento amarelo no meio.

M022

Penicillium sp.

Ocorreu um aumento significativo na producdo de esporos aéreos,
haja vista a produgdo de um grande numero de colbnias.
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Tabela 3. 8 - Influéncia do Cd(ll) nas caracteristicas macromorfolégicas de fungos
filamentosos. (concluséo)

Caodigo Cepa Observagbes macroscopicas

MO023 Penicillium sp. Houve cqmpleta mod_ifigagéo na textura, na coloracéo e na velocidade
de crescimento do micélio.
Levou a grande diminuicdo na velocidade do crescimento e

M025 Fusarium sp. significativa mudanca na coloracdo e textura da col6nia. Houve a
inducéo da producao e difusao de pigmento avermelhado para o meio.

MO026 Fusarium sp. gouve cc_)mpleta mod_ifigz_agéo na textura, na coloracéo e na velocidade

e crescimento do micélio.

MO028 Aspergillus sp.

MO029 Aspergillus sp.

MO030 Aspergillus sp.

MO031 Aspergillus sp.

MO032 Aspergillus sp.

MO033 Aspergillus sp.

MO034 Aspergillus sp. Ocorreu a reducdo da esporulacdo e uma grande diminuicdo na

MO035 Aspergillus sp. velocidade do crescimento.

MO036 Aspergillus sp.

MO037 Aspergillus sp.

MO038 Aspergillus sp.

MO39 Aspergillus sp.

MO040 Aspergillus sp.

M041 Aspergillus sp.

M042 Aspergillus sp.

M043 Aspergillus sp.

M044 Aspergillus sp.

MO045 Aspergillus sp. Houve uma total supressao na producao de esporos aéreos pretos, 0

MO046 Aspergillus sp. micélio rasteiro passou a apresentar uma coloragdo amarelada com

Mo047 Aspergillus sp. leve diminui¢éo na velocidade do crescimento.

M048 Aspergillus sp.

MO050 Aspergillus sp.

MO051 Aspergillus sp.

Essas observagfes estdo condizentes, também, com resultados observados

em trabalhos semelhantes, como o relato da influéncia do cadmio no atraso das fases

Fonte: dados da pesquisa (2019).

de desenvolvimento do fungo Cunninghamella elegans (DE LIMA et al., 2013).

A Figura 3.3 apresenta o efeito da presenca do metal no meio de crescimento
para a morfologia do fungo MO1 (Penicillium sp.), através da comparagdo com a

espécie desenvolvida em meio livre do estresse metélico. O Apéndice C (p. 244)

apresenta esta comparacao para todos os isolados testados.
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Figura 3. 3 - Comparacao entre os aspectos macroscopicos do desenvolvimento da colénia
do fungo M0O1 no meio controle (A) e no meio estressado com Cd(ll).

Fonte: imagem do proprio autor (2019).

3.4.2 Fungos filamentosos resistentes a cadmio

Com os resultados do teste de tolerancia, as 18 espécies descritas
isoladamente na Tabela 3.8, além de um representante de cada agrupamento,
também descritos na tabela (as espécies de Aspergillus M28 do grupo dos flavus e
M42 do grupo dos niger), perfazendo, assim, o total de 20 isolados, foram submetidas
ao teste de resisténcia. O teste consistiu no cultivo dos fungos selecionados em meio
estressado com Cd(ll) na concentracédo de 500 mg L.

Apés dez dias de incubacédo, quatro espécies entre as vinte testadas, foram
capazes de desenvolver colbnias no meio estressado por cadmio. A Figura 3.4
apresenta uma comparacao entre os fungos cultivados em meio BDA controle com
agueles expostos ao meio BDA estressado com cadmio. Observa-se que apenas 0S
isolados, M0O1, M02, M04 e M04, quatro espécies pertencentes ao género Penicillium,
mostraram-se resistentes a concentracéo elevada de Cd(ll) no meio. E possivel inferir
gue os quatros isolados apresentam grande potencial de resisténcia ao cadmio.
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Figura 3. 4 - Imagens dos fungos resistentes a Cd(ll). Colénias em meio controle (A; C; E; G)
e colbnias em meio estressado com o metal (B; D; F; H).

Fonte: imagem do proéprio autor (2019).

Essas quatro espécies foram, em seguida, submetidas a teste para
determinacdo da concentracdo de Cd(ll), que ndo permitisse o desenvolvimento de
suas colbnias. Na Tabela 3.9, estao descritos os resultados para o referido teste. Nota-
se que, com excec¢do do fungo M04, todas as espécies cresceram em concentracdes
de Cd(ll) iguais ou superiores a 4.000 mg L.

Tabela 3. 9 - Concentracao Inibitéria Minima de Cd2+ as espécies de fungos resistentes.

Cadigo Espécie CIM (mg L™
MO1 Penicillium sp. 4.000
MO02 Penicillium sp. 9.000
M03 Penicillium sp. 6.000
MO4 Penicillium sp. 500

Fonte: dados da pesquisa (2019).

A habilidade de resisténcia a concentracdes extremamente altas de Cd(ll),
exibida por essas espécies de Penicillium, sobretudo o M02 (CIM 9000 mg L), pode
indicar que possuem um mecanismo especializado de defesa contra a acumulacédo de
metais toxicos e de sobrevivéncia em ambientes estressados por estes materiais.

Portanto, fez-se necessarios os ensaios de verificacdo da capacidade de acumulagéo

113



Capitulo 3: Resisténcia, potencial de biossorcao e bioacumulagédo de cadmio apresentados por
fungos filamentosos isolados do solo

dos ions metélicos por células viaveis, bem como da capacidade de sorcdo destes

ions pela biomassa.

3.4.3 Bioacumulacado de cadmio por fungos ativos em meio liquido

A concentracao final de cadmio do experimento controle foi igual & medida
inicialmente, o branco também permaneceu inalterado sem desenvolvimento de
microrganismos, garantido que os resultados observados, quanto a reducdo da
concentracdo de cadmio, estdo ligados a acéo dos fungos estudados e nao sofreram
influéncia de fatores diversos, como a presenca de outros microrganismos.

Com relacdo as quatro espécies, que tiveram seu potencial de bioacumulacao
avaliado, foram observadas diferencas significativas quanto a essa habilidade, sendo
que a espécie Penicillium sp. M04 (79,48 mg g*) apresentou o potencial mais elevado,
seguido das espécies Penicillium sp. MO1 (25,19 mg g1), Penicillium sp. M03 (12,82
mg g*) e Penicillium sp. M02 3,63 mg g1). Esses resultados estdo plotados no grafico

da Figura 3.5.

Figura 3. 5 - Bioacumulacao de Cd(ll) por diferentes espécies de Penicillium.
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Fonte: dados da pesquisa, 2019

Considerando que, na bioacumulagéo, as espécies, neste caso especifico, 0s
cations Cd(ll), alcancam a regido intracelular por meio de processos de transporte de
metais que sao essenciais ao metabolismo, sobretudo em substituicdo ao Mg(ll), por

conta de propriedades quimicas proximas, e considerando ainda que o cadmio
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apresenta tempo de meia vida longa, sendo altamente cumulativo e,
consequentemente toxico, € possivel inferir que a espécie com maior habilidade de
bioacumulacao também tem o metabolismo mais afetado na presenca do metal.

De fato, ao compararmos os resultados obtidos neste ensaio de potencial
bioacumulativo, com os testes de resisténcia apresentados no tdpico anterior (3.5.2 —
Fungos filamentosos resistentes a cadmio), experimento em que as espécies também
foram submetidas ao desenvolvimento em meio liquido suplementado com Cd (ll),
constata-se que os dados estao totalmente consistentes com esta afirmagao.

A espécie Penicillium sp. M04 apresentou menor potencial de resisténcia,
desenvolvendo micélio em meio contendo Cd(lIl) até 500 mg L. Inversamente, esta
espécie apresentou o maior potencial de bioacumulacéo (74,48 mg gt), superior ao
resultado de 63,02 mg g apresentado pelo Penicillium chrysogenum em estudo
realizado por Xu e colaboradores (2015). Contudo, a maior absorcao/internalizacao
de Cd(ll) por esta espécie traduz-se, portanto, em um efeito mais nocivo/toxico,
interferindo expressivamente no seu desenvolvimento.

Por outo lado, os resultados observados para a espécie Penicillium sp. MO2 nos
dois experimentos também corroboram com a constata¢ao do efeito nocivo do Cd(ll)
as células fungicas. O fato de demostrar uma baixissima capacidade de acumulacéo
de Cd(ll) indica que a espécie possui um sistema de defesa habil contra esse cation,
e isso explica a mais alta capacidade de resisténcia, conseguindo desenvolver micélio
em meio suplementado com cadmio em concentracéo de até 9.000 mg L.

Para além desta comparacdo, € preciso adicionar ponderacbes quanto a
eficiéncia das espécies em processos de biorremediacdo e isso pode ser traduzido
pela relacéo entre as habilidades de resisténcia e bioacumulagdo e a matriz a ser
remediada. Neste sentido, uma espécie com baixa resisténcia e alta habilidade de
bioacumulacdo, como é o caso do isolado M04, é desejavel em situacdes de baixa
concentracdo de contaminante e em pequenas areas. Em matrizes de grande
extensdo e com concentracao de contaminantes mais altas, espécies como o isolado
MO1 podem ser mais eficientes, uma vez que este apresentou grande resisténcia e

uma apreciavel habilidade de acumulacéo de ions metélicos.

115



Capitulo 3: Resisténcia, potencial de biossorcao e bioacumulagédo de cadmio apresentados por
fungos filamentosos isolados do solo

3.4.4 Adsorcao de cadmio por biomassa fungica

Transcorrido o periodo de incubacdo/desenvolvimento das colbnias, as
biomassas das quatro espécies foram obtidas e empregadas no ensaio de construcao
das isotermas de adsorcao e analisadas de acordo com os parametros apresentados

na Figura 3.6.

Figura 3. 6 - Classificacdo das isotermas de adsor¢cédo segundo Giles e colaboradores (1960).
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Fonte: Giles e colaboradores (1960)

De acordo com essa divisdo (GILES et al., 1960), os padrbes dos grupos e
respectivos subgrupos das isotermas relaciona-se com a natureza da inclinagéo no
inicio da curva. As classes apresentadas S, L, H e C correspondem, respectivamente,
a: indicacao de orientacao vertical das moléculas adsorvidas; indicacado de moléculas
adsorvidas planas ou verticalmente por atragao intermolecular forte; indicagdo de
solutos adsorvidos com micelas i6nicas e troca de ions de alta afinidade por ions de
baixa afinidade; indicacdo de solutos com maior poder de penetracdo em relacéo ao
solvente.

Neste trabalho, as isotermas construidas a partir dos processos adsortivos de
Cd(Il) pela biomassa de cada um dos quatro isolados apresentaram a tendéncia de

classificacéo do tipo H, variando entre os subgrupos H2 (Penicillium sp. M01), Hmx
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(Penicillium sp. M02) e H4 (Penicillium sp. MO3 e Penicillium sp. M04). A curva H é
definida por Giles e colaboradores (1960) como um caso especial de curva L e, neste
caso, a afinidade do soluto é muito alta de modo que, em solucbes diluidas, &
totalmente adsorvido.

As isotermas foram obtidas separadamente para cada espécie fungica. Os
valores de Ce (Concentracdo de Cd(Il) no equilibrio) e Qe (massa retida de cadmio
em uma massa fixa de adsorvente), obtidos neste trabalho, estdo apresentados na
Tabela 3.10.

Tabela 3. 10 - Valores de Ce (mg L?) e Qe (mg g*) para construcéo das isotermas de adsorcéo
de Cd(Il) pela biomassa das espécies de Penicillium, isolados M01, M02, MO3 e M04, n=3.

Conc. inicial | Penicillium sp. MO1 | Penicillium sp. MO2 | Penicillium sp. M0O3 | Penicillium sp. M04
(mg L) Qe Ce Qe Ce Qe Ce Qe Ce

5 2,14 0,45 1,55 1,63 1,84 0,38 1,88 0,31
10 3,06 2,13 1,90 4,44 3,37 2,47 3,82 1,58
20 5,28 7,63 3,71 10,76 3,97 10,89 5,92 6,98
40 5,51 28,21 541 28,42 5,70 24,55 6,20 23,55
60 6,27 42,89 3,83 47,77 7,92 40,67 9,19 37,31
80 5,44 62,33 3,17 66,89 11,42 50,37 12,26 48,70
100 5,99 79,41 2,60 86,21 6,77 82,80 7,74 80,86

Fonte: dados da pesquisa, 2018
Os Desvios-padréo Relativos (DPR) formam todos menor ou igual a 36,42

O resultado da construcdo das isotermas de adsorcdo de cadmio estdo
representados nos graficos da Figura 3.7 (para o fungo Penicillium sp. M01), Figura
3.8 (para o fungo Penicillium sp. M02), Figura 3.9 (para o fungo Penicillium sp. M03) e
Figura 3.10 (para o fungo Penicillium sp. M04).
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Figura 3. 7 - Isoterma de adsorcao de cadmio sobre Penicillium sp. MO1.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018
Figura 3. 8 - Isoterma de adsorcdo de cadmio sobre Penicillium sp. M02.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018.
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Figura 3. 9 - Isoterma de adsorcao de cadmio sobre Penicillium sp. M03.
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Fonte: dados da pesquisa (2018).
Figura 3. 10 - Isoterma de adsorcao de cadmio sobre Penicillium sp. M04.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018
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As representacdes graficas das linearizacdes das isotermas de adsorcédo de
cadmio sdo mostradas nas Figuras 3.11, para o fungo Penicillium sp. M01, 3.12, para
o fungo Penicillium sp. M02, 3.13, para o fungo Penicillium sp. M03, e 3.14, para o
fungo Penicillium sp. MO4.

Figura 3. 11 - Linearizacao da isoterma da adsorcédo de cadmio para Penicillium sp. MO1 pelos
modelos matematicos de Langmuir e Freundlich.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

Figura 3. 12 - Linearizacao da isoterma da adsor¢ao de cadmio para Penicillium sp. M02 pelos
modelos matematicos de Langmuir e Freundlich.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018.

120



Capitulo 3: Resisténcia, potencial de biossorcao e bioacumulagédo de cadmio apresentados por
fungos filamentosos isolados do solo

Figura 3. 13 - Linearizacao da isoterma da adsorcédo de cadmio para Penicillium sp. MO3 pelos
modelos matematicos de Langmuir e Freundlich.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018.

Figura 3. 14 - Linearizacao da isoterma da adsor¢ao de cadmio para Penicillium sp. M04 pelos
modelos matematicos de Langmuir e Freundlich.
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Fonte: dados da pesquisa (2018).

s

O ajustamento de um modelo estatistico € dado pelo coeficiente de
determinacdo, R?, que varia de 0 a 1, sendo que valores mais préximos de 1 para um
determinando modelo, indicam, em porcentual, o0 melhor ajuste do modelo matematico
empregado aos dados adsortivos experimentais.

Nos graficos da linearizacdo das isotermas de adsorcdo de cadmio frente a
biomassa dos fungos estudados (Figuras 2.12 a 2.14), também séo apresentados 0s
valores de R? para os dois modelos analisados (Langmuir e Freundlich). Nota-se,
contudo, a partir desse parametro (R?), que o modelo de Langmuir consegue explicar

melhor a linearizacdo das isotermas das quatro espécies (YE et al., 2015b).
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A partir dos valores obtidos da equacao da reta apresentada nos respectivos
gréaficos de linearizacédo das isotermas, pelo modelo de Langmuir, foi possivel calcular
o valor de RL (Tabela 2.11), utilizando a Equacéo 3, onde Co corresponde ao valor de
maior concentracdo inicial da isoterma e b a constante de Langmuir relacionada a
energia de adsor¢édo. O valor de R indica a natureza da isoterma como mostra a
Tabela 3.4 (FOO; HAMEED, 2010). Neste estudo, o ponto de maior concentracéo
inicial da solucdo preparada foi 100 mg L, sendo os valores médios das replicatas

descritos na Tabela 3.11.

Tabela 3. 11 - Valores estimados dos parametros obtidos da isoterma de Langmuir.

Espécie fungica Co(mg L) B Ru
Penicillium sp. (M01) 91,40 0,21 0,05
Penicillium sp. (M02) 91,40 1,34 0,008
Penicillium sp. (M03) 96,40 0,40 0,03
Penicillium sp. (M04) 96,40 0,15 0,06

Fonte: dados da pesquisa, 2018

Com base na descricdo apresentada na Tabela 3.4, da classificacdo das
isotermas com relagdo ao valor de RL, todos os sistemas estudados podem ser
classificados como processos adsortivos favoraveis, uma vez que o0s valores
calculados estdo compreendidos entre O e 1.

Como descrito anteriormente, os valores de R?demonstraram que o modelo de
Langmuir consegue explicar melhor os processos adsortivos de cadmio sobre as
biomassas das quatro espécies fungicas estudadas. Contudo, com excec¢do da
espécie Penicillium sp. (M02), que apresentou uma grande diferenca entre os dois
modelos, podemos afirmar que o modelo de Freundlich também consegue explicar os

processos, isso é corroborado pelos valores estimados de n (Tabela 3.12).

Tabela 3. 12 - Valores estimados dos parametros obtidos da isoterma de Freundlich

Espécie fungica Ki (mg g) (L mg)¥n n
Penicillium sp. (M01) 0,4 5,0
Penicillium sp. (M02) | - | -
Penicillium sp. (M03) 0,4 3,4
Penicillium sp. (M04) 0,3 3,7

Fonte: dados da pesquisa, 2018
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Pelos valores de n, descritos da Tabela 3.12, os quais se encontram
compreendidos entre 1 e 10, evidencia-se que, também, de acordo com o modelo de

Freundlich, os processos adsortivos aqui estudados, sao favoraveis.
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3.5 CONCLUSAO

A realidade da contaminacdo ambiental por metais toxicos exige cada vez o
empenho de energia e inovacdes através de pesquisas com objetivo de eliminar ou
mesmo minimizar seus efeitos. Com isso, observa-se, de forma crescente, o
surgimento de alternativas de remediacdo fundamentadas no uso de organismos
diversos. Assim, a fitorremediacdo e a biorremediacdo tém sido largamente
estudadas, sobretudo, por se mostrarem mais eficientes e economicamente viaveis
em comparag¢ao com os métodos tradicionais.

Este trabalho apresentou um levantamento dos efeitos tdxicos dos metais
cadmio e chumbo ao ambiente, bem como um resumo das publicacdes que
empregaram estratégias de biossorcéo e bioacumulagédo desses metais por diferentes
fungos. Esses trabalhos demonstram a excelente capacidade que as mais diversas
espécies fungicas possuem de promover a biotransformacdo e remocao de metais
toxicos em solos e ambientes aquaticos.

O estudo de fungos isolados de solo ndo contaminado em processos de
resisténcia e bioacumulacdo de cddmio levou ao conhecimento de espécies de
Penicillium com alta habilidade de resisténcia ao metal. Além disso, suas biomassas
mostraram-se eficientes para o emprego em sistemas adsortivos.

Estes resultados sao extremamente significativos e inspiram novas
investigagBes neste sentido. O isolamento de novas espécies fungicas, bem como o
estudo do potencial das conhecidas, permitira a ampliacdo de possibilidades de uso
de materiais biologicos em processos de remediacdo de metais toxicos e de outros

poluentes ambientais.
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4 PERFIL QUIMICO DE FUNGOS RESISTENTES A CADMIO

RESUMO

Cadmio € um metal de transicdo que € altamente danoso a organismos Vivos em
qgualquer concentracdo, no entanto ha varios dados na literatura relatando a habilidade
de fungos, sobretudo os micorrizicos, em se desenvolver e utilizar processos de
bioacumulacdo e detoxificagdo deste metal. Contudo, oS mecanismos e, em maior
extensao, os efeitos do metal ao metabolismo secundario ainda ndo € completamente
conhecido e foi muito pouco explorado. Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi
realizar a investigacao do efeito de cadmio (II) no desenvolvimento e no perfil quimico
do metabolismo secundario de quatro espécies de fungos do género Penicillium
(Penicillium sp. MO1, Penicillium sp. M02, Penicillium sp. M03, Penicillium sp. M04),
gue em etapa anterior do trabalho apresentaram alta resisténcia ao metal. Os fungos
foram cultivados no meio liquido de batata-dextrose (BD) e também em BD
suplementado com cadmio (1) na concentracéo de 500 mg/L* e incubados por 21 dias,
apos este periodo foram obtidos os extratos do caldo fermentado e do micélio a partir
das duas condicbes de cultivo. Os extratos foram submetidos a andlise do perfil
quimico utilizando CLAE-DAD, CLAE-DAD-IESEM e RMN-H. O fungo Penicillium sp.
MO1 foi cultivado em larga escala e o extrato bruto do caldo fermentado foi selecionado
para estudo de fracionamento e isolamento de constituintes do metabolismo
secundario. Os dados obtidos demonstraram que apesar da grande capacidade de
resistir a cadmio (Il), a presenca do metal diminuiu significativamente o
desenvolvimento dos fungos e causou interferéncia no metabolismo secundario, pois,
observou-se grande diminuicdo de picos cromatograficos e sinais de deslocamento
de hidrogénio. A separacdo cromatografica do extrato do caldo fermentado do fungo
Penicilllum sp. M01, levou a identificacdo do policetideo derivado sorbicilinoide
trichodimerol e a presenca de picos em m/z [M+H]* 249,14; 513,18 e 517,22 no
espectro de massas, levaram a inferir que o fungo produziu ainda, as substancias
também derivadas da sorbicilina: sorbicilinol, bisvertinolona e tetrahidrobisvertinolona.
O pico atribuido ao trichodimerol também foi identificado no extrato do miceélio do
fungo. A pesquisa pelos picos de trichodimerol e outros derivados da sorbicilina nos
espectros de massas dos extratos obtidos do meio contendo cadmio (Il) do Penicillium
sp. M01, bem como de todos os extratos dos demais fungos, ndo remeteu resultados.
Portanto, as trés demais espécies, provavelmente nao sédo produtoras de substancias
sorbicilinoides. A presenca de cadmio (ll) causou um bloqueio na producdo de
metabolitos secundario de Penicillium sp. M01, além de promover uma depresséao no
desenvolvimento e no metabolismo secundario deste e dos demais fungos estudados.

Palavras-chave: sorbisolinoides, trichodimerol, Penicillium sp.
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4.1 INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos extremamente interessantes para o estudo de
substancias do metabolismo especial visando identificar e aproveitar suas atividades
biol6gicas. Desde o isolamento da penicilina (1) a partir de um fungo do género
Penicillium, que causou uma grande revolugao no tratamento de doencas infecciosas,
houve um estimulo no interesse em pesquisas com metabdlitos de fungos, pois, tem
resultado, entre outros beneficios, no conhecimento de substancias estruturalmente
diversas e bioativas, tendo véarias destas se tornado um produto farmaco
comercializado ou fonte precursora para sintese de medicamentos.

Além da penicilina, outros exemplos de substancias bioativas (Figura 4.1) como
o acido micofendlico (2) reconhecido por sua acdo imunossupressora, mas também
apresenta atividade antibacteriana e antiflUngica, o agente hipocolesterolémico
lovastatina (3) empregado no tratamento de doencas cardiovasculares, o Taxol (4)
empregado no tratamento de carcinoma e o acido fusidico (5) utilizado como agente

antibiotico, ilustram bem a importancia biolégica destes microrganismos.

Figura 4. 1 - Metabdlitos isolados de fungos de importancia farmacolégica.

poivetendlice (1)

boido fusitive (V) Tint

Fonte: elaborado pelo autor, 2020

Grande parte da producdo de metabdlitos especiais esta ligada a um
mecanismo de defesa quimica dos organismos. Isto, aliado ao fato de que fungos séo

seres altamente adaptativos, torna estes microrganismos alvos de estudos que visam
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estudar o efeito de fatores de estresse no seu desenvolvimento, na busca de um
possivel incremento na expressdo de substancias de importancia medicinal ou de
interesse econbmico, como 0 uso de co-culturas e modificacdo de meio de
crescimento. Exemplos disso sao encontrados nos trabalhos de ljoma, Selvarajan e
Tekere (2019) que realizaram a di¢cdo de residuos agricolas no cultivo de varias
espécies para investigacdo do incremento na atividade lignolitica; o uso da co-cultura
de fungos dos géneros Apergillus e Fusarium que resultou na acelaracao e apreciavel
aumento na produgdo de novos metabdlitos (BERTRAND et al., 2014), bem como a
investigacdo do efeito do emprego de ultrassom na producdo de lovastatina por
Aspergillus terréus (SAINZ HERRAN et al., 2008).

Um dos estresses no desenvolvimento de fungos que podem ocorrer
naturalmente é a contaminag¢do de ambientes com metais téxicos, como o cadmio, o
chumbo e o mercurio. Muitos estudos (como mostrado na sec¢éo 3.3.3) tem avaliado
a capacidade destes microrganismos em realizar a bioacumulacdo de metais para
aproveitamento desta habilidade em processo de biorremediacéao.

Estes processos de bioacumulacdo, no entanto, em muitos casos estao
associados a propria presenca do metal e da proteina metalotioneina ou da auséncia
de ions metalicos esséncias que induzem o fungo a producao ou superproducao de
biomoléculas responsaveis pelo seu sequestro do metal toxico (GADD, 1994) .

Para o cadmio, elemento que apresenta uma das maiores toxicidade aos
organismos vivos, ha algumas avaliagbes do seu efeito, sobretudo com relacdo a
expressao génica e atividade enzimatica de fungos (CACCIOLA et al., 2015; GAO et
al., 2020; GARG; AGGARWAL, 2011; GUELFI et al., 2003; HEGEDUS et al., 2007;
ILYAS et al.,, 2016; KHULLAR; SUDHAKARA REDDY, 2019; SHARMA; PARMAR,;
KUMARI, 2016).

Os efeitos de cadmio no crescimento de Trichoderma harzianum foram
avaliados por sequenciamento de RNA para identificagdo de genes e proessos
regulados nesta condi¢&o, dentre outras descobertas, 0s autores relatam a repressao
do metaboliso dos carboidratos (OSHIQUIRI et al., 2020). Em um direcionamento mais
especifico sobre 0 metabolismo secundéario, ha uma relato de estudo em que foi
observado o aumento da produc¢éo de &cido citrico por Aspergillus ninger na presenca
de caddmio (ANGUMEENAL et al., 2002)
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Tendo em vista o conhecimento de um grande nimero de espécies fungicas
para as quais ja é registrada a habilidade de acumulacdo de metais toxicos, torna-se
necessario o desenvolvimento de pesquisa sobre os efeitos destes processos no
metabolismo secundario do microrganismo.

Deste modo, 0 objetivo do estudo foi utilizar fungos notadamente resistentes e
com potencial para bioacumulacdo de cadmio (Il) para avaliar o efeito do metal no
perfil quimico do seu metabolismo secundario.

Ressalta-se que este € o primeiro trabalho que investiga a influéncia de caddmio
(1) no perfil do metabolismo secundario de fungos do género Penicillium, bem como
o efeito destes ions na indugéo ou supressao da producéo de policetideos derivados

da sorbicilina.
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os equipamentos e reagentes utilizados nesse trabalho estao descritos na

tabela 4.1.

Tabela 4. 1 - Descricdo dos equipamentos e reagentes utilizados

EQUIPAMENTO/REAGENTES MARCA/MODELO
Acetato de Etila P.A. Synth
Acetonitrila grau HPLC JT. BAKER
Agar MERCK
Agua ultrapura Himedia
Agitador mecanico Quimis
Autoclave vertical Phoenix

Balanca analitica

Batata inglesa

BDA

Capela de fluxo laminar

Coluna Cis (250mm x 10mm, 5um)
Coluna C1g (250mm x 4,6mm, 5um)
Cloroférmio deuterado 98-99.9%
Cromatégrafo — HPLC; bombas; detector; injetor
automatico

Diclorometano P.A.

Dimetilsulféxido deuterado 98-99.9%
Espectrébmetro de absorcdo atbmica com chama
Espectrémetro de RMN
Espectrébmetro de RMN
Espectrémetro de RMN

Estufa

Estufa Incubadora BOD

Evaporador rotativo

Forno de microondas doméstico

Gel de filtracdo Sephadex-LH20
Glicose Anidra (Dextrose)

Hexano P.A.

Metanol deuterado 98-99.9%
Metanol grau HPLC

Metanol P.A.

Nitrato de cadmio

Silica gel 230-400 mesh

Silica gel 60 PF254

Silica gel HF254 + 366 suportada em aluminio
Sulfato de soédio anidro
Ultrapurificador de agua

Shimadzu (AY220)

MERCK

LABCONCO - 36210

Sigma-Aldrich (Supelco)
Sigma-Aldrich (Supelco)

MERCK

SHIMADZU (LC-202 Prominence);
LC-20AR; SPD-M20A,; SIL-10AF
Hexis

MERCK

GBC Scientific (SensAA Dual)
Bruker (AVANCE Il HD 400MHz)
Varian (Inova 500MHz)

AgilentO (DD2 500MHz)

FABBE (119)

Nova Etica BOD 411D

Fisatom (558)

BRASTEMP (maxi)

Synth
Synth
MERCK
JT. BAKER
QHEMIS
Dinamica
MERCK
MERCK
MERCK
Synth
ELGA (Purelab Classic)
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4.2.1 Cultivo e obtencédo dos extratos brutos de fungos resistentes a cadmio

As quatro espécies fungicas resistentes a cadmio (Penicilllum sp. MO1,
Penicillium sp. M02, Penicillium sp. M03 e Penicillium sp. M04) foram cultivadas
simultaneamente em dois meios distintos em pequena escala a saber: caldo batata-
dextrose (BD) sem suplementacao (300 mL x 2 frascos) e caldo BD suplementado por
cations de cadmio (II) na concentracdo de 500 mg L* (300 mL x 2 frascos), a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante trés semanas. Frascos contendo
meios BD suplementado e livre de cadmio (Il) e sem inécuo, foram utilizados para
extracdo de controles, sendo possibilitando a distincdo entre substancias do meio de
cultivo e substancias produzidas pelos fungos.

Para obtencdo dos extratos do caldo fermentado, apds separacao do micélio
por meio de filtracdo a vacuo, o material foi submetido a processo de parti¢ao liquido-
liquido (1:1) com mistura diclorometano/acetato de etila (2:3) e adicdo de 1% acido
férmico, uma adaptacdo da metodologia de extracdo em microescala para triagem de
metabdlitos de fungos cultivados em placas (SMEDSGAARD, 1997). Apos separacao,
a fase aquosa foi descartada e a fase orgénica foi adicionada sulfato de sédio anidro
como agente secante e posteriormente separados por filtracdo. Por fim, a fase
organica foi concentrada em rotaevaporador e seco sob vacuo em dessecador de
vidro.

O micélio foi macerado e extraido com metanol (3x) em banho de ultrassom por
60 minutos. Em seguida, ap0s separacéao por filtracdo, a biomassa foi descartada e o
extrato bruto foi obtido apds remocdo do solvente em rotaevaporador e seco sob

vacuo em dessecador de vidro.

4.2.2 Anélise do perfil quimico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
RMN-1H

Os perfis cromatograficos dos 16 extratos foram obtidos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncias (CLAE) com equipamento da marca SHIMADZU modelo
LC-20A Prominence composto por duas bombas do modelo LC-20AR, detector UV-
visivel de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A e um injetor automatico modelo
SIL-10AF, pertencente aos grupos LBQM e GESNAT do Instituto de Quimica da

Universidade Federal da Bahia.
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A separacdo dos extratos em modo analitico foi realizada em coluna
cromatografica de silica gel derivatizada com grupos octadecilsilano Cis (250mm X
4,6mm, 5um), em corridas de 50 minutos em modo gradiente utilizando fase mével
composta por agua e acetonitrila (proporcao inicial 85:15, v/v), atingindo 100% de
solvente organico em 40 minutos. A vazao foi de 1,0 mL/min.

Foram obtidos os espectros de RMN-'H em espectrometro da marca Bruker
AVANCE Ill HD 400MHz (400 MHz para 'H e de 100 MHz para *3C) pertencente ao
LMCA-IPeFarM-UFPB.

4.2.3 Extracao e isolamento de trichodimerol

O Penicillium sp. MO1 foi cultivado em larga escala seguindo a mesma
metodologia descrita na secdo 4.2.1 para obtencdo dos seus extratos em maior
quantidade e fracionamento e purificacdo de substancias utilizando técnicas
cromatografica.

Foi selecionado o extrato do caldo fermentado (5,57g), o qual foi submetido a
separacao cromatografica em coluna (CC) empacotada com silica comum (70 — 230
mesh) usando como fase moével os solventes puros ou em mistura com gradiente
crescente em polaridade: hexano (100%), hexano/diclorometano (99:1; 95:5; 80:20;
70:30; 60:40; 50:50; 40:60; 30:70; 20:80; 10:90), diclorometano (100%),
diclorometano/acetato de etila (80:20; 60:40; 50:50; 40:60; 30:70; 20:80;), acetato de
etila (100%), acetato de etila/metanol (90:10; 70:30; 60:40; 50:50; 30:70; 10:90) e
metanol (100%). As fracdes foram analisadas por cromatografia em camada delgada
(CDD) comparativa de silica gel HF254 + 366 suportada em aluminio e foram reunidas
de acordo com seus perfis, tendo sido reagrupadas e sete fragoes.

Apés avaliacdo das amostras por CLAE-DAD analitico, tomou-se 1,0g da fracdo
MO1C3 (de 4,69 obtidos) e o submeteu a fracionamento através da separagdo por
exclusdo de tamanho utilizando uma coluna de vidro preenchida com Sephadex LH-
20, realizando eluicdo com um gradiente metanol — agua iniciando na proporcao
50:50, elevando a composicao de metanol em 10 unidades até alcancar 100%. Foram
obtidas seis fragoes.

Das seis fracbes obtidas, a MO1C3-SP4 (0,14q) foi submetida a separacéo por
CC de silica gel flash (230-400 mesh) usando na fase mdével os solventes hexano,

diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou em mistura com gradiente
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crescente em polaridade. Neste processo foram obtidas sete fracfes, das quais, a
MO1C3-SP4.3 (21 mg) apresentou um grau de pureza e foi submetida a purificacédo
por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) com silica gel 60 PF254
suportada em placas de vidro (20 X 20 cm) tendo como fase movel diclorometano e
acetato de etila 6:4 (v/v).

Da separacao por CCDP foram obtidas quatro fracdes em que M01C3-SP4.3.2
(7,2 mg). A purificacdo da fracdo foi realizada em CLAE-DAD com coluna
semipreparativa de silica gel derivatizada com grupos octadecilsilano Cis (250mm X
10mm, 5um), sob fluxo de 2mL/min de fase mével composta por agua e acetonitrila
na proporcao 9:1 (v/v) modo isocratico. Foram obtidas quatro fragdes sendo que a
MO01C3-SP4.3.2.3 (3,1 mg) estava pura.

O fluxograma da Figura 4.2 apresenta um resumo dos procedimentos para
obtencdo de M01C3-SP4.3.2.3.
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Figura 4. 2 - Procedimento de separacdo da fracdo M01C3 e obtencdo de de M01C3-

SP4.3.2.3.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

Para andlise das fracOes e identificacdo da substancia isolada, os espectros de
ressonancia magnética foram obtidos no equipamento Varian Inova, operando em 500
MHz para hidrogénio (*H) e a 125 MHz na frequéncia do carbono (*3C), pertencente
ao Laboratoério Baiano de Ressonancia Magnética Nuclear (LABAREMN) do Instituto
de Quimica da Universidade Federal da Bahia, o espectrébmetro Agilent DD2,
operando em 500 MHz, pertencente ao Laboratorio Nacional de Biociéncia (LNBio)
ligado ao Centro Brasileiro de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), bem como
0 espectrometro Bruker AVANCE IlIl HD 400MHz (400 MHz para 'H e de 100 MHz
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para 13C) pertencente ao Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da
Universidade Federal da Paraiba (IPeFarM-UFPB).

As amostras foram preparadas com dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) e
metanol deuterado (CD30OD), acrescidos de tetrametilsilano (TMS) utilizado como

padréao de referéncia interna.

4.2.4 Anélise do perfil quimico por espectrometria de massas

Os extratos obtidos dos fungos foram submetidos a estudo comparativo quanto
a presenca de trichodimerol e outros policetideos derivados da sorbicilina por
espectrometria de massas em equipamento de baixa resolugédo pertencente ao
Laboratorio Multiusuéarios de Caracterizacdo e Andlises (LMCA, IPeFarM-UFPB).

Para realizacdo da analise, 1,0 mg de extrato foi dissolvido em 1,0 mL de
MeOH com ajuda do banho de ultrassom e filtrado utilizando filtro PVDF de 0,45 uym
e analisado por CLAE-IES-EM, utilizando um Cromatégrafo Liquido Ultra Répido
(CLUR) (Shimadzu) contendo duas bombas de solvente LC-20AD, auto amostrador
SIL-20AHT, controlador de sistema CBM-20A, acoplado com um espectrometro de
massas ESI-lon-Trap (AmaZon X). Os experimentos de CLAE foram realizados
utilizando uma coluna Cis (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 um) no modo gradiente
binario de eluicdo, sendo agua com adicdo de acido formico (0,1% v/v) e metanol, na
proporcao inicial 1:1 (v/v). As elui¢cdes foram através de um gradiente exploratorio com
40 minutos de duracao, inje¢cao de 20 pL e fluxo de 0,6 mL/min. Os parametros de
andlise do ESI foram: capilar 4,5 kV, ESI no modo positivo, offset da placa final 500
V, nebulizador 40 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8 mL/min e temperatura de 300 °C.
A fragmentacdo de CID foi realizada no modo auto MS/MS utilizando o modo de
resolucdo avancada para o modo MS e MS/MS. Os espectros (m/z 50-3000) foram
registrados a cada 2 s.

Utilizou-se o “software” Bruker Compass DataAnalysis® versdo 4.2, para
processamento dos espectros, bem como para realizacdo de pesquisa nos
cromatogramas de ios extraidos, por picos com m/z semelhantes aos de alguns
derivados da sorbicilina e inferir quanto a possivel producdo destes pelos fungos

resistentes a Cd(ll).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Cultivo e obtencédo dos extratos brutos de fungos resistentes a cadmio

Através da metodologia descrita na se¢do 4.2.1, cada um dos fungos estudados
gerou dois extratos, do caldo fermentado e do micélio, para cada uma das condicbes
de cultivo, obtendo-se quatro para cada espécie e um total de 16 extratos, além dos
dois extratos apenas dos meios de cultivo que serviram de controles.

As modificacdes macromorfolégicas como efeito da presenca de cétions de
cadmio (Il) ja observadas no desenvolvimento dos isolados fungicos em meio solido
de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e descritas no Capitulo 3 (Secdo 3.5.1: Tabela 3.7 p.
107 e Apéndice C, p.244) também foram observadas para o cultivo em meio liquido
de BD.

4.3.2 Anélise do perfil quimico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
RMN-1H

As imagens de cromatogramas apresentados nas Figuras 4.3 a 4.7 evidenciam
que a presenca de cadmio (Il) no meio de crescimento, interfere ndo apenas no
desenvolvimento e morfologia dos fungos (ver descri¢cdo na sec¢éo 3.5.1, p. 106), mas
também em seu padrédo de producdo de metabdlitos secundarios.

Parte dos meios de cultivo foi reservada sem indécuo que serviu de controle,
tanto para certificacdo do processo de esterilizacdo quanto para obtencéo dos extratos

para analise e conhecimento do perfil cromatografico (Figura 4.3).

Figura 4. 3 - Cromatogramas da separagao dos extratos obtidos dos meios cultura por CLAE-
DAD analitico

Fonte: dados da pesquisa, 2018
A = Extrato do caldo BD; B = Extrato do caldo BD com adi¢ao de cadmio (l1).
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Figura 4. 4 - Cromatogramas da separacao dos extratos obtidos do fungo Penicillium sp. M01,
por CLAE-DAD analitico.

Fonte: dados da pesquisa, 2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do micélio C = Extrato do caldo fermentado obtido do
meio contendo cadmio (ll); D = Extrato do micélio obtido do meio contendo cadmio (I1).

Essa influéncia afeta em diferentes graus os fungos estudados. Para o0s
extratos do Fungo Penicillium sp. MO1 (Figura 4.4), na comparagao entre A (extrato
do caldo fermentado) e C (extrato do caldo fermentado contendo cadmio (I1)), observa-
se total supresséo das substancias com tempo de retencéo (TR) a partir de 20 minutos
e expressiva diminuicdo na producéo das substancias com TR entre 10 e 20 minutos.
Na comparacao entre os extratos B (extrato do micélio) e D (extrato do micélio obtido
do meio contendo cadmio (ll)) essa supresséo € ainda mais pronunciada.

Essas observacdes também servem para descricdo do ocorrido com o perfil
metabolico do Fungo Penicillium sp. M02 (Figura 4.5), contudo na comparacao entre
A e C nota-se que a producao do fungo cultivado em meio contendo cadmio (ll), ficou
limitada a um conteddo rico em substancias mais polares, com total supresséo de

substancias de média e baixa polaridade.
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Figura 4. 5 - Cromatogramas da separacao dos extratos obtidos do fungo Penicillium sp. M02,
por CLAE-DAD analitico.

Fonte: dados da pesquisa, 2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do micélio C = Extrato do caldo fermentado obtido do
meio contendo cadmio (ll); D = Extrato do micélio obtido do meio contendo cadmio (I1).

Também modificado, mas em menor extensdo na comparacdo com os fungos
Penicillium sp. MO1 e Penicillium sp. M02, o perfil observado para o fungo Penicillium
sp. M03 (Figura 4.6), fica mais evidente com o que ocorreu aos extratos do micélio (B
e D), em que pode ser observado a supresséo dos sinais das substancias com tempos
de retencédo entre 20 e 26 minutos.

De modo geral os cromatogramas guardam um grau de semelhanga, mas com
grande distingdo nas intensidades dos picos, 0 que pode indicar que a presenca do
metal interferiu fortemente na velocidade de desenvolvimento do metabolismo do

fungo.
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Figura 4. 6 - Cromatogramas da separacao dos extratos obtidos do fungo Penicillium sp. M03,
por CLAE-DAD analitico.

Fonte: dados da pesquisa, 2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do micélio C = Extrato do caldo fermentado obtido do
meio contendo cadmio (ll); D = Extrato do micélio obtido do meio contendo cadmio (I1).

A observacdo dos cromatogramas dos extratos do fungo Penicillium sp. M04
(Figura 4.7) ressalta-se o efeito da presenca de cadmio (II) no meio de crescimento
(C), que levou a uma drastica supressdo dos picos na comparacao com A. O perfil
cromatografico deste extrato esta semelhante ao cromatograma do controle (Figura
4.3 B) isso pode significar que o fungo teve seu metabolismo altamente afetado de
forma negativa pelo contato com o metal.

O extrato do micélio (B) apresentou uma timida quantidade de picos e de muito
baixa intensidade, j& extrato D, de modo analogo a C mostrou mais semelhanga com
0 extrato controle.

Em condi¢des normais de cultivo o fungo Penicillium sp. M04 ja apresenta baixa
velocidade de crescimento, essa caracteristica, portanto, foi acentuada na presenca

de cadmio (I1).
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Figura 4. 7 - Cromatogramas da separacao dos extratos obtidos do fungo Penicillium sp. M04,
por CLAE-DAD analitico.

Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do micélio C = Extrato do caldo fermentado obtido do
meio contendo cadmio (ll); D = Extrato do micélio obtido do meio contendo cadmio (l1).

As informacdes fornecidas pelos espectros de RMN-'H obtidos para estes
mesmo extratos (Figuras 4.8 a 4.15), reforcam o que foi observado nos
cromatogramas de CLAE-DAD. De modo mais pronunciado ha a supressao de varios
sinais nos espectros correspondentes aos extratos obtidos dos meios contendo
cadmio (Il) na comparacé&o com os sinais apresentados para os extratos sem a adi¢cao

do metal.
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Figura 4. 8 - Espectro de RMN-1H (500 MHz) em CD30D dos extratos dos caldos fermentados do fungo Penicillium sp. MO1.
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Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do caldo fermentado obtido do meio contendo Cd(ll)
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Figura 4. 9 - Figura 4. 9 - Espectro de RMN-1H (500 MHz) em CDCI3 e CD30D dos extratos dos micélios do fungo Penicillium sp. MO1.
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Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do micélio; B = Extrato do micélio obtido do meio contendo Cd(ll).
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Figura 4. 10 - Espectro de RMN-1H (500 MHz) em CDCI3 e CD30D dos extratos dos caldos fermentados do fungo Penicillium sp. M02.
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Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do caldo fermentado obtido do meio contendo Cd(ll).
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Figura 4. 11- Espectros de RMN-1H (500 MHz) em CDCI3 e CD30D dos extratos dos micélios do fungo Penicillium sp. M02.
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Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do micélio; B = Extrato do micélio obtido do meio contendo cadmio (l1).
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Figura 4. 12 - Espectro de RMN-1H (500 MHz) em CDCI3 e CD30D dos extratos dos caldos fermentados do fungo Penicillium sp. M03.
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Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do caldo fermentado obtido do meio contendo cadmio (II).
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Figura 4. 13 - Espectros de RMN-1H (500 MHz) em CDCI3 e CD30D dos extratos dos micélios do fungo Penicillium sp. M03.
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Fonte: dados da pesquisa,2018
A = Extrato do micélio; B = Extrato do micélio obtido do meio contendo cadmio (l1).
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Figura 4. 14 - Espectro de RMN-1H (500 MHz) em DMSO-D6 e dos extratos dos caldos fermentados do fungo Penicillium sp. M04.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

A = Extrato do caldo fermentado; B = Extrato do caldo fermentado obtido do meio contendo cadmio (Il).
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Figura 4. 15 - Espectros de RMN-1H (500 MHz) em DMSO-D6 dos extratos dos micélios do fungo Penicillium sp. MO3.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018
A = Extrato do micélio; B = Extrato do micélio obtido do meio contendo Cd(ll).
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Os espectros de RMN-'H apresentados foram obtidos dos extratos brutos,
assim, podemos inferir que a maioria dos sinais mais intensos séo provenientes de
acucares e material graxo. Na analise do espectro da Figura 4.8 (A), obtido do mesmo
fungo e nas mesmas condi¢des do extrato de onde foi isolado o trichodimerol o efeito
da presenca destes constituintes mais abundantes fica evidente, fazendo com que os
sinais da substancia estejam com baixa intensidade, ainda assim, observa-se sinais
na regido de hidrogénios aromaticos que se pode atribuir a presenca desta susbtancia
e possivelmente de outros derivados sorbicilinoides.

Através destas duas técnicas (CLAE-DAD e RMN-1H), verifica-se que as quatro
espécies tiveram os seus perfis de metabolismo secundario modificado
acentuadamente de modo negativo, haja vista a diminuicdo de intensidade e/ou
supressdo de picos cromatograficos e sinais de deslocamentos quimicos de
hidrogénio (6+) dos extratos obtidos do meio contendo cadmio (Il) na comparacao com
0S extratos obtidos de meio livre do metal.

Ainda h& poucos estudos sobre a influéncia do cadmio no metabolismo de
fungos e, em sua maioria, direcionado ao conhecimento gendémico, mas todos
descrevem a modificacdo no desenvolvimento do microrganismo, demonstrando o
efeito nocivo do metal aos organismos vivos. Em um destes estudos, Cacciola e
colaboradores (2015), visando compreender os mecanismos de tolerancia do fungo
Trichoderma harzianum ao cadmio e relataram a identificagcdo da modificacdo em 108
genes e inferir que ha uma possivel ativacdo de uma proteina transportadora de
Cd?*/zn?* por transducdo de sinal ou uma ATPase de membrana poderia estar
envolvidas no processo de compartimentalizacdo do metal na célula.

O efeito de cadmio no desenvolvimento de T. harzianum também foi alvo do
estudo de Oshiquiri e seus colaboradores (2020) onde foram identificadas
modificacdes genéticas com aumento da regulacdo de processos de homeostase
celular, iniciacdo da transcricdo, biossintese de compostos de enxofre,
processamento de RNA e modificacdo de proteinas de transporte. JA 0S processos
metabolicos de carboidratos sofreram deplecéo.

Em uma associagdo construtiva, do ponto de vista do incremento ao
metabolismo secundario, Angumeenal e seus colaboradores (2002) relataram o
incremento na producdo de &cido citrico por Aspergillus ninger utilizando cadmio,

chumbo e crébmio como estimulantes.
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4.3.3 Identificacéo de trichodimerol

A fracdo M0O1C3-SP4.3.2.3 pura se apresentou como um sélido de coloracdo
amarela solivel em metanol. A determinacdo da estrutura e identificagdo como o
trichodimerol, se deu por meio da analise dos dados de espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear uni (*H, *3C) e bidimensionais (COSY, HSQC e
gHMBC) e a comparacao com os dados da literatura. (o conjunto dos espectros esta
apresentado no Apéndice C).

O espectro de massas (Figura 4.16) obtido em baixa resolucdo por ESI-MS (+),
apresentou um pico em 497,20 [M+H]*, além de um pico correspondente ao aduto de
sédio em 519,21 [M+Na]*, compativel com a férmula molecular C2sH320s (calculada
496).

Figura 4. 16 - Espectro de massas da substancia trichodimerol (M01C3-SP4.3.2.3).
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD30D) (Figura 4.17) apresentou um
sinal de dubleto em &6 1,88 ppm com integracdo para trés atomos de hidrogénio e
acoplamento (J) de 7,0 Hz, dois sinais singletos metilicos em & 1,37 ppm e 6 1,34
ppm, e um sinal singleto de hidrogénio metinico em 6 3,06 ppm. Além disso, o0 espectro
apresenta um conjunto de sinais carateristicos de hidrogénios ligados a carbonos

insaturados, com um dubleto em & 6,30 ppm (1H, J 14,7 Hz), duplo-duplo dubleto em
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0 6,36 ppm (1H, J 14,2 Hz; 10,8 Hz; 1,7 HZz), duplo quarteto em & 6,21 ppm (1H, J 14,2
Hz; 7,0 Hz) e um duplo dubleto em & 7,26 ppm (1H, J 10,8 Hz; 14,7 Hz).
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Figura 4. 17 - Espectro de RMN-1H (500 MHz) em CD3s;0OD da fracdo M01C3-SP4.3.2.3.
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No espectro de '3C (125 MHz, CD3z0OD) mostrado na Figura 4.18, é possivel
identificar 14 sinais, sendo seis sinais de carbonos quaternéarios (6 60,6 ppm; 82,2
ppm; 106,5 ppm; 107,7 ppm; 177,8 ppm e 203,2 ppm), cinco carbonos metinicos (6
62,9 ppm; 122,1 ppm; 134,2 ppm; 142,6 ppm; 146,0 ppm) e trés sinais de carbonos
metilicos (6 20,8 ppm; 21,7 ppm e 23,7 ppm). A quantidade sinais visualizados no
espectro de 13C, representa metade dos carbonos presentes na férmula molecular

proposta, logo é possivel detectar que a molécula se trata de um dimero.
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Figura 4. 18 - Espectro de RMN-13C (500 MHz) em CD30OD da fragdo M01C3-SP4.3.2.3.
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A partir do mapa de contorno gHSQC (Figuras 5.7-5.6, p. 277, Apéndice D), foi
possivel verificar que os carbonos em & 20,8; 21,7 e 23,7 estdo ligados,
respectivamente aos hidrogénios metilicos em & 1,88; 1,37 e 1,34. O carbono em &
61,0 apresenta correlagdo com o hidrogénio metinico em & 3,07. O grupo de carbonos
insaturados em & 122,1; 134,2; 142,6 e 146,0 estdo conectados respectivamente aos
hidrogénios em & 6,30; 6,36; 6,21; 7,26.

Com base nas correlagbes apresentadas no mapa de contorno gHMBC
(Figuras 5.8-5.11, Apéndice D, p. 279 a 282), e dos dados obtidos do gCOSY (Figuras
5.4 e 5.5, Apéndice D, p 275) foi possivel montar a estrutura parcial mostrada na
Figura 4.19.

Figura 4. 19 - Correlagbes observadas no mapa de contorno gHMBC para o composto
presente na fragdo M01C3-SP4.3.2.3.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

A partir das informacdes do espectro de massas, cuja férmula molecular obtida
(C28H3208) nos remete a consideracdo da presenca de 13 insaturacdes (IDH) em
unido com a analise da semiestrutura da Figura 4.19, com informacé&o de se tratar de
um substancia dimérica obtida nos espectros de RMN unidimensionais e demais
correlagBes apresentadas pelos experimentos bidimensionais, pode se concluir que
se tratava de uma estrutura policiclica o que foi confirmado com os dados da literatura
(ANDRADE; AYER; MEBE, 1992). A comparagdo apresentada na Tabela 4.1,
permitiram identificar a substancia presente na fragdo M01C3-SP4.3.2.3 como 0

trichodimerol (Figura 4.20) um policetideo bisorbicilinoide.
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Figura 4. 20 - Trichodimerol - (C2sH32038) (MM = 496)

Trichodimerol (1)

Fonte: elaborado pelo autor, 2020
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Tabela 4. 2 - Atribuic6es de RMN de 3C e 'H e comparacao com os dados da literatura para

a substancia trichodimerol.

Dados da Substancia® Dados da Literatura®
ica 13 13
Posicao ?p%em)? 5 de 'H (mult., J Hz, H) 5(ggm)c 5 de 'H (ppm)
1,1 60,6 3,07 (s, 1H) 57,6 3,00 (s, 1H)
2,2 82,2 78,9
3,3 107,7 104,9
4,4 62,9 58,9
55 203,2 197,9
6,6 106,5 102,8
7,7 177,8 176,0
8,8 122,1 6,30 (d,14,7; 1H) 118,6 6,11 — 6,34 (m)
9,9 146,0 7,26 (dd, 14,7; 10,8; 1H) 143,6 7,32 (dd, 14,7; 10,8; 1H)
10, 10’ 1342 6,36 (ddd, 14,2; 10,8; 1,7; 1H) 131,0 6,11 — 6,34 (M)
11, 11 142,6 6,21 (dq, 14,2; 7,0; 1H) 140,3 6,11 - 6,34 (M)
12,12’ 20,8 1,88 (d, 7,0; 3H) 18,7 1,89 (d, 6,5)
13,13 23,7 1,34 (s, 3H) 21,3 1,43 (s)
14, 14’ 21,7 1,37 (s, 3H) 18,9 1,46 (s)

Fonte: dados da pesquisa, 2018

2Espectrdmetro 500 MHz para 'H e para *C 125 MHz, amostra diluida em CDz0D, com uso de TMS.
bEspectrometro 360 MHz para *H e 75,5 MHz para *3C, amostra diluida em CDCl3 (ANDRADE; AYER,;

MEBE, 1992)

Trichodimerol € uma substancia que apresenta uma estrutura contendo um

nacleo em forma de gaiola o que Ihe garante um aspecto muito especial por ser

incomum entre os metabdlitos secundarios (HARNED; VOLP, 2011). Foi inicialmente
isolada do fungo Trichoderma longibrachiatum (ANDRADE; AYER; MEBE, 1992).
Posteriormente, foram relatados isolamentos a partir de outras espécies do género
Trichoderma, a exemplo de Trichoderma citrinoviride (EVIDENTE et al., 2009; MARRA
et al.,, 2019), Trichoderma reesei (HINTERDOBLER et al.,, 2019; MONROY et al.,



Capitulo 4: Perfil quimico de fungos resistentes a cadmio 17

2017; REHMAN et al.,, 2020) Trichoderma sp. (ABDEL-LATEFF, 2008; ABDEL-
LATEFF; FISCH; WRIGHT, 2009; ABE et al., 2001; ABE; MURATA; HIROTA, 1998;
NEUMANN et al., 2007; SHIROTA et al., 1997; ZHAI et al., 2016; ZHAO et al., 2017),
bem como a partir dos fungos Acremonium citrinum (PENG et al., 2020), Clonostachys
rosea (ZHAI et al., 2016) e Phialocephala sp. (LI et al., 2010).

Além disso, assim como neste trabalho, também ha descricdo de isolamento
da substancia a partir de cepas isoladas do solo (LEE et al., 2005; LIU et al., 2005) e
de fungos pertencentes ao género Penicillium, como é o caso da producdo por
Penicillium chrysogenum (CASTILLO et al., 2016; GAO et al., 1995; MAZZUCCO;
WARR, 1996), Penicillium Terrestre (LIU et al., 2005) e Penicillium sp. (ALY et al.,
2011; CHEN et al., 2015).

Estes estudos também denotam uma grande importancia biologica para
substancia, sendo associada, dentre outros, a processos de inibicdo da producao de
fator de necrose tumoral (TNF- a) (LEE et al., 2005; WARR et al., 1996), a atividade
citotoxica (DU et al., 2009; YAO et al., 2017, 2015), atividade antioxidante (ABDEL-
LATEFF; FISCH; WRIGHT, 2009; ABE et al., 2001; ABE; MURATA; HIROTA, 1998);
atividade anti-inflamatéria (ZHAO et al., 2017) e atividade anti-tripanossoma (ALY et
al., 2011).

4.3.4 Analise do perfil quimico por espectrometria de massas

Como foi possivel verificar através das imagens de cromatogramas dos
extratos dos fungos (sec¢éo 4.3.2), o perfil metabdlico na presenca de cadmio (ll) foi
consideravelmente alterado. Assim, tendo em vista o isolamento da substancia
trichodimerol, e ainda que esta pertenca a uma subfamilia de ocorréncia conhecida
no género Penicilium e em outros géneros, a interferéncia de cadmio (II) no
desenvolvimento metabdlico dos fungos resistente ao metal, foi analisada a partir da
busca de metabdlitos derivados da sorbicilina, através da metodologia de pesquisa
nos cromatogramas de ios extraidos utilizando o “software” processador de espectros
Bruker Compass DataAnalysis®.

Na Figura 4.21 apresenta-se as estruturas da sorbicilina e de seus derivados,
0S quais ja possuem relatos de isolamento a partir de fungos do género Penicillium, a
exemplo do trabalho de Salo e seus colaboradores (2016) que relacionam essas

substancias como constituintes do extrato obtida da cultura de uma cepa de
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Penicillium chrysogenum em estudo com objetivo de identificar as enzimas envolvidas

na biossintese destas substancias.

Figura 4. 21 - Substancias relacionados a sorbicilina isoladas de Penicillium chrysogenum.

HO OH 0 OH 0 OH 0 OH
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Sorbicilina (2) Sorbicilinol (3) Dihidrosorbicilinol (4) Oxosorbicilinal (5)

Bisorbicilinol (6) Bisvertinolona (7) Dihidrobisvertilinona (8)  Tetraihidrobisvertilinona (9)

Fonte: Adaptado de Salo e seus colaboradores (2016).

ApGs obtencdo das analises de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas de baixa resolucao (CL/EM) dos extratos, foi realizada uma
busca nos cromatogramas de ions extraidos utilizando o processador de espectros
Bruker Compass DataAnalysis versdo 4.2, pelos picos caracteristicos de oitos
substancias derivadas da sorbicilina mostrados na Figura 4.21, além do trichodimerol.

A tabela 4.2 apresenta o resultado da busca para os extratos do Penicillium sp.
MO1.
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Tabela 4. 3 - AtribuicBes de pico de metabdlitos pesquisados no espectro CL/EM dos extratos
do fungo Penicillium sp. MO1

Substancias molacurar | M2 IMFH] MO1C MOlCI?ét(;atOT\/IOlM MOLM-Cd
Sorbicilina 232 - - - - -
Sorbicilinol 248 249,14 + - - -
Dihidrosorbicilinol 250 - - - - -
Oxosorbicilinol 264 - - - - -
Trichodimerol 496 497,22 + - + -
Bisorbicilinol 496 - - - - -
Bisvertinolona 512 513,18 + - - -
Dihidrobisvertinolona 514 - - - - -
Tetraihidrobisvertinolona 516 517,22 + - - -

Fonte: dados da pesquisa, 2018
MO1C = Extrato do caldo fermentado; MO1C-Cd = Extrato do caldo fermentado do meio contendo
cadmio (II); MO1M = Extrato do micélio; MO1M-Cd = Extrato do micélio do meio contendo cadmio (Il).
(+) representa a presenca e (—) a auséncia do composto em cada extrato.

Além de trichodimerol, de acordo com os dados apresentados na Tabela 4.2, a
presenca dos sinais em m/z 249,14; 513,18 e 517,22, permitiu inferir que houve a
producéo de trés derivados da sorbicilina no extrato do caldo fermentado (M01C),
guem correspondem, respectivamente ao sorbicilinol (3), bisvertinolona (7) e o
tetraihidrobisvertinolona (9), cujos espectros de massas sdo apresentados na Figura
4.22. Foi possivel identificar trichodimerol também no extrato do micélio do meio livre
de cadmio (I1) (MO1M). A auséncia do pico referente a sorbicilina pode encontrar apoio
em estudos anteriores que relatam sua presenca apenas em quantidade traco a partir
de extratos de fungos (HARNED; VOLP, 2011; LI et al., 2018)

Na Tabela 4.2 também é apresentada a informacbes de que o pico
correspondente ao trichodimerol, bem como os demais pesquisados, ndo foram
identificados nos extratos obtidos do meio contendo cadmio (II) (MO1C-Cd e MO1M-
Cd). Deste modo, ratifica-se que os ions do metal promoveram uma grande deplecao

na producdo de metabdlitos pelo fungo Penicillium sp. MO1.
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Figura 4. 22 - Espectros de massas de derivados da sorbicilina produzidos pelo fungo
Penicillium sp. MO1.
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

Nao foram encontrados nenhum dos picos pesquisados nos extratos (caldo

fermentado e micélio nas duas condi¢es) dos fungos Penicillium sp. M02, Penicillium

sp. M03 e Penicillium sp. MO4.
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4.4 CONCLUSAO

Apresentamos neste trabalho o primeiro relato sobre os efeitos de cadmio no
desenvolvimento e perfil quimico do metabolismo secundario de quatro espécies de
fungos pertencentes ao género Penicillium. Embora as quatro espécies tenham
demostrado alta resisténcia ao cadmio, todos tiveram o desenvolvimento diminuido
em cultivo suplementado com o metal. Além disso, a observacao da alteracdo no perfil
cromatografico por CLAE-DAD, espectrometria de massas e espectroscopia de RMN-
'H, os quais permitem visualizar também, de modo geral, a diminuicdo da producéo e
metabdlitos secundarios associada a presenca de Cd(ll).

Os resultados experimentais indicam que o estresse provocado pelo metal ao
metabolismo dos fungos nao resultou em uma interacao benéfica para o fornecimento
dos metabdlitos secundarios de importancia biolégica, trichodimerol e outros
derivados da sorbicilina, que foram alvos de busca neste trabalho, uma vez que nao
foi possivel verificar o incremento ou o inicio da producdo pelos organismos

estudados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O uso da metodologia de espalhamento de suspensao de solo em placa levou
ao isolamento de uma consideravel diversidade de espécies fungicas, em sua maioria
pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus, assim identificados utilizando
microscopia Otica e comparac¢ao com a literatura.

A realizacdo de metodologia de triagem por atividade biolégica e enzimética,
através de desenvolvimento dos fungos em placas de co-cultura e na presenca de
meios especificos, mostrou-se muito eficiente por serem técnicas simples, nao
onerosas e de resultados muito rapidos, com certeza deve servir de modelo para
futuros trabalhos do grupo, sobretudo os bioguiados com alvo na obtencdo de
espécies com capacidades de producédo de enzimas de interesse comercial e/ou o
isolamento de metabdlitos com atividade bioldgica.

Foi possivel identificar a grande habilidade adaptativa dos isolados frente ao
estresse por cadmio, um metal altamente toxico que, somente em altissimas
concentracbes promoveu a inativacdo das quatro espécies resistentes. Testes com
matrizes reais, certamente ainda necessitam ser realizas, no entanto, as capacidades
de biacumulacéo e biossor¢do demonstradas nos ensaios ja sdo animadoras.

Ha vérios relatos da avaliacdo da associacdo de fungos com outras espécies
e/ou com agentes de estresse visando a modificacdo metabdlica para, por exemplo,
promover a producado de substancias de importancia médica.

Contudo, este € um dos poucos relatos sobre o estudo da interferéncia do
cadmio no perfil quimico de fungos, sendo o primeiro a descrever esse efeito em um
grupo de fungo do género Penicillium, uma vez que a busca em bases de dados nao
remeteu resultados. Neste estudo, avaliamos que o estresse causado pelo cadmio
aos fungos nao resultou em uma interacdo benéfica. Todas as quatro espécies tiveram
seu crescimento e o perfil metabdlico alterado, por meio da supresséo da producéo
de substancias.

A utilizacdo da espectroscopia de massas incrementou os resultados para o
perfil, contudo, o potencial da técnica ndo pode ser utilizado por completo.
Experimentos necessitam ser refeitos, e talvez com a obtencdo de novos extratos,
para o emprego da metodologia de construcdo de redes moleculares, com a qual, o

nivel de confianga quanto a identificacdo de substancia torna-se maior.
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O grupo de fungos isolados, sobretudo os resistentes a cadmio contribuem
para confirmar o quantos esses organismos sdo extraordinarios e que guardam

grandes e diversos potenciais a serem explorados.
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APENDICE A — CARACTERIZACAO MACRO E MICROMORFOLOGICAS DAS
LINHAGENS ISOLADAS DO SOLO PARA DEPOSITO NA COLECAO DE
CULTURAS DE MICRORGANISMOS DO LBQM.

Ndmero da Cultura:01 LBQM-mo1 | Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp. Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: A4b Isolado 3
Fonte de Isolamento: solo
Meio BDA; 5 dias de incubacdo; 2,51 cm de| Método de preservagdo: Castellani

Caracteristicas Macromorfolégicas

diametro Perigo a saudde e ao meio ambiente:
Micélio: filamentoso/rasteiro desconhecido

Coloracao da col6nia: roxa

Reverso: amarelo Caracteristicas Micromorfologicas:

Textura de camurca; superficie rugosa; centro

umbilicado; borda franjada HIFAS: septadas/ hialinas

Produg&o de pigmento: amarelo difuso no &gar | ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo d) Conidios
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LBQM-mo2

Ndmero da Cultura:02

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA,; 5 dias de incubacgdo; 3,03 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloragao da colbnia: lilas

Reverso: avermelhado

Textura de camurga; superficie rugosa; centro
umbilicado; borda arredondada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caodigo da linhagem: B4a Isolado 4

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigp a saldde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

~ -9
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LBQM-mo3

Ndmero da Cultura:03

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacdo; 3,21 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro
Coloracgao da colbnia: lilas
Reverso: cinza

Textura de camurca; superficie
umbilicado; borda franjada
Producéo de pigmento: ndo

lisa; centro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B5c Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigp a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabega
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo

d) Conidios
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LBQM-mo4

Ndmero da Cultura:04

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacdo; 1,85 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: cinza

Textura de camurca; superficie rugosa; centro
umbilicado; borda ondulada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B5b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigp a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo

2k
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i » 6«;
™ e

d) Conidios
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LBQM-mo5

Ndmero da Cultura:05

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Nao identificado

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacdo; 2,32 cm de
didmetro

Miceélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: branca

Reverso: avermelhada

Textura de camurca; superficie cerebriforme;
centro crateriforme; borda arredondada
Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 11

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas 3
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo

d) Conidios
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LBQM-mo6

Ndmero da Cultura:06

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacdo; 7,98 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro
Coloracéo da coldnia: branca
Reverso: amarelada

Textura cotonosa; superficie
plana; borda franjada
Producéo de pigmento: ndo

rugosa; centro

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B5a Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigop a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio fusiforme/ hialino; cabeca
conidial cilindrica

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-mo7

Ndmero da Cultura:07

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA,; 5 dias de incubacgdo; 3,60 cm de
didmetro

Miceélio: filamentoso/rasteiro

Coloragao da coldnia: branca

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: A3b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salde e ao meio
desconhecido

ambiente:

Reverso: avermelhada

Textura cotonosa; superficie algodonosa; centro
crateriforme; borda ondulada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio fusiforme/ hialino; cabeca conidial
cilindrica

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-mos

Ndmero da Cultura:08

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfoldgicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 3,60 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da colénia: amarela

Reverso: amarelado

Textura de glabra feltrada; superficie algodonosa;
centro plana; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B4c Isolado 3

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigp a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabega
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-mo9

Ndmero da Cultura:09

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Nao identificado

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,00 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: amarela

Reverso: amarelado

Textura cotonosa; superficie algodonosa; centro
plana; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B5b Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m10

Ndmero da Cultura:10

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Nao identificado

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacdo; 5,76 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da colbnia: branca

Reverso: branca

Textura cotonosa; superficie algodonosa; centro
crateriforme; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B6a Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacdo: Castellani

Perigp a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfoldgicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-m11

Ndmero da Cultura: 11

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA,; 5 dias de incubacdo; 4,64 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloragao da coldnia: branca

Reverso: branca

Textura cotonosa; superficie algodonosa; centro
plano; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: A3b Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo & salude e ao meio
desconhecido

ambiente:

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio fusiforme/ hialino; cabec¢a conidial
cilindrica

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

S ~ ~
v

awd

d) Conidios
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LBQM-m12

Ndmero da Cultura: 12

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfoldgicas

Meio BDA; 5 dias de incubacédo; 4,85 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da colénia: amarela

Reverso: amarelado

Textura de glabra feltrada; superficie elevada;
centro crateriforme; borda ondulada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: A4b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas 3
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m13

Ndmero da Cultura: 13

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 6,58 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: branca

Reverso: amarelado

Textura aveludada; superficie plana; centro plano;
borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3a Isolado 8

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigop & salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio fusiforme/ hialino; cabeca
conidial cilindrica

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

d) Conidios




197

LBQM-m14

Ndmero da Cultura: 14

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 5,79 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: alaranjada

Reverso: amarelado

Textura aveludada; superficie plana; centro plano;
borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigp a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conididéforo; conidio fusiforme/ hialino; cabeca
conidial cilindrica

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo
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LBQM-m15

Ndmero da Cultura: 15

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacdo; 6,05 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: alaranjada

Reverso: amarelado

Textura aveludada; superficie plana; centro plano;
borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3c Isolado 5

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio fusiforme/ hialino; cabeca
conidial cilindrica

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo
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LBQM-m16

Ndmero da Cultura: 16

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 9,00 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da colbnia: preta

Reverso: cinza

Textura pulverulenta; superficie opaca; centro
plana; borda inteira

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3a Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabeca
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

Li

d) Conidios
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LBQM-m17

Ndmero da Cultura: 17

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 9,00 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da colbnia: preta

Reverso: cinza

Textura pulverulenta; superficie opaca; centro
plana; borda inteira

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3a Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigop & salude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabecga
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

/!

vo

d) Conidios
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LBQM-m1s8

Ndmero da Cultura: 18

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacgdo; 2,26 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: cinza

Reverso: amarelo

Textura de camurca; superficie verrucosa; centro
plana; borda franjada

Producéo de pigmento: amarelo difuso no agar

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3a Isolado 4

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigp a saude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m19

Ndmero da Cultura: 19

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfoldgicas

Meio BDA; 5 dias de incubacédo; 9,00 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: cinza

Reverso: branco

Textura de camurca; superficie opaca; centro
plana; borda lisa

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigop a salide e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabeca
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo
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LBQM-m20

Ndmero da Cultura: 20

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 2,58 cm de
diametro
Micélio: filamentoso/rasteiro

Procedéncia da Linhagem:

Cédigo da linhagem: B3c Isolado 4

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigop & salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Coloracéo da coldnia: marrom

Reverso: vermelho

Textura de camurca; superficie coridcea; centro
plano; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabeca
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m21

Ndmero da Cultura: 21

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA,; 2 dias de incubacéo; 2,54 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: cinza

Reverso: amarelo

Textura pulverulenta; superficie plana; centro
plano; borda lisa

Producéo de pigmento: amarelo difuso no agar

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 6

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabeca
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m22

Ndmero da Cultura: 22

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 1,18 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: avermelhado

Textura camurca; superficie rugosa; centro plano;
borda arredondada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B4c Isolado 4

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigp & salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabeca
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-m23

Ndmero da Cultura: 23

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Penicillium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacédo; 1,08 cm de
diametro
Micélio: filamentoso/rasteiro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B4c Isolado 5

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Coloracéo da coldnia: marrom

Reverso: branca

Textura pulverulenta; superficie camurca; centro
cerebriforme; borda ondulada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabeca
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m24

Ndmero da Cultura: 24

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Nao identificado

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo; 6,71 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: marrom

Reverso: branca

Textura de glabra feltrada; superficie aveludada;
centro umbilicado; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B5c Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfolégicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabecga
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo

d) Conidios
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LBQM-m25

Ndmero da Cultura: 25

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubacéo;
Micélio: filamentoso/rasteiro
Coloracao da col6nia: branca

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B2b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigp a salide e ao meio ambiente:
desconhecido

Reverso: amarelada

Textura aveludada; superficie aveludada; centro
plano; borda franjada

Producédo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidiéforo;
conidio fusiforme/ hialino; cabec¢a conidial
cilindrico

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducédo
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LBQM-m26

Ndmero da Cultura: 26

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Fusarium sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 5 dias de incubagdo; 3,8 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: branca

Reverso: branco

Textura aveludada; superficie aveludada; centro
plano; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B2b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigop & salude e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio fusiforme/ hialino; cabeca
conidial cilindrico

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-m27

Ndmero da Cultura: 27

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubagdo; 5,8 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: rosa

Reverso: vermelha

Textura granulosa; superficie brilhante; centro
plana; borda franjada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B4c Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacdo: Castellani

Perigp a salde e ao meio ambiente:
desconhecido

Caracteristicas Micromorfoldgicas:

HIFAS: septadas/ hialinas

ESTRUTURAS DE REPRODUCAO:
conidiéforo; conidio globoso/ hialino; cabega
conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa
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LBQM-mz28

NuUmero da Cultura: 28

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B2c Isolado 7

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas ;
ESTRUTURAS DE REPRODUCAOQ: conidioforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo
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LBQM-m29

Ndmero da Cultura: 29

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3a Isolado 5

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salude e ao meio ambiente: desconhecido

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas y
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa
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LBQM-mM30

Nudmero da Cultura: 30

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,0 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 8
Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani
Perigp a saude e ao meio
desconhecido

ambiente:

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: coniditforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo

d) Conidios
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LBQM-m31

Ndmero da Cultura: 31

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 9

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAOQ: conidioforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo
: .,vi‘_,{?’é‘ ( .
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d) Conidios
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NGmero da Cultura: 32 LBQM-m32 | Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3c Isolado 12

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo

_ _ _ _ Método de preservagao: Castellani

Meio BDA; 7 dias de incubagdo; 9,0 cm de| Perigo & salide e ao meio ambiente: desconhecido
diametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfolégicas:

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza o HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta;] ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: coniditforo;
centro umbilicado; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo d) Conidios
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NUmero da Cultura: 33 LBQM-m33 | Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B4a Isolado 3

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo _
Método de preservacao: Castellani

L\j/]eio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,0 cm de| Perigo & salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfolégicas:

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza N HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta;] ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: coniditforo;
centro umbilicado; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa
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NUmero da Cultura: 34 LBQM-m34 | Data de Depdsito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B4a Isolado 5

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo _
Método de preservacéo: Castellani

L\j/_leio BDA; 7 dias de incubagdo; 9,0 cm de| Perigo & salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: amarelada » HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta; ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiforo;
centro umbilicado; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo d) Conidios
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NGmero da Cultura: 35 LBQM-m35

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B4a Isolado 7

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAOQO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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Nimero da Cultura: 36 LBQM-m36

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacgdo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B4b Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfolégicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAOQ: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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NGmero da Cultura: 37 LBQM-m37 | Data de Deposito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B4b Isolado 2

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo

_ _ _ B Método de preservagao: Castellani

L\j/lelo BDA; 7 dias de incubagdo; 9,0 cm de| perigo a salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza » HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta; ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiforo;
centro umbilicado; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo
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Ndmero da Cultura: 38

LBQM-m3s

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3a Isolado 6

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfolégicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidio6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo
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d) Conidios
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LBQM-m39

Ndmero da Cultura: 39

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3b Isolado 3

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Caracteristicas Micromorfolégicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidio6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa
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NUmero da Cultura: 40 LBQM-m40 | Data de Depdsito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3b Isolado 5

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo
Método de preservacéo: Castellani

L\j/_leio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,0 cm de| perigo a salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: verde

Reverso: cinza » HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta;] ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiforo;
centro umbilicado; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo d) Conidios
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Nimero da Cultura: 41 LBQM-m41

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3b Isolado 6

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a salde e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: verde

Reverso: cinza

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro umbilicado; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas y
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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LBQM-m42

Ndmero da Cultura: 42

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 1

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: preto

Reverso: preto

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro plano; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAOQ: conidioforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa
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NUmero da Cultura: 43 LBQM-m43 | Data de Depdsito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B2c Isolado 5

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo _
Método de preservacéo: Castellani

L\j/_leio BDA; 7 dias de incubagdo; 9,0 cm de| Perigo & salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: branco » HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta;] ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiéforo;
centro plano; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducédo d) Conidios
e
>» »
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NUmero da Cultura: 44 LBQM-m44 | Data de Depdsito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3c Isolado 7

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo
Método de preservacéo: Castellani

L\j/_leio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,0 cm de| perigo a salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado » HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta; ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiéforo;
centro plano; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo d) Conidios
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LBQM-m45

Ndmero da Cultura: 45

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B3c Isolado 3

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo a saude e ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro plano; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo

B

d) Conidios
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NUmero da Cultura: 46 LBQM-m46 | Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3a Isolado 1

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo

_ _ _ B Método de preservagéo: Castellani

L\j/lelo BDA; 7 dias de incubagdo; 9,0 cm de| perigo a salide e ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado N HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta;] ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiéforo;
centro plano; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo d) Conidios
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LBQM-m47

Ndmero da Cultura: 47

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro plano; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3b Isolado 2

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a saide ao meio ambiente: desconhecido

Caracteristicas Micromorfolégicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

¢) Estruturas de reproducéo

F N\

d) Conidios
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NUmero da Cultura: 48 LBQM-m48 | Data de Deposito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Caddigo da linhagem: B3c Isolado 10

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo

_ _ _ B Método de preservacao: Castellani

Meio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,0 cm de| perigo & salde ao meio ambiente: desconhecido
diametro

Micélio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado N HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta;l ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiéforo;
centro plano; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

/

¢) Estruturas de reproducéo d) Conidios
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NGmero da Cultura: 49 LBQM-m49 | Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp. Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B2c Isolado 4

Caracteristicas Macromorfol6gicas Fonte de Isolamento: solo _
Método de preservacao: Castellani

L\j/]eio BDA; 7 dias de incubacdo; 9,0 cm de| perigo & salde ao meio ambiente: desconhecido
iametro

Micelio: filamentoso/rasteiro Caracteristicas Micromorfoldgicas:

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado N HIFAS: septadas/ hialinas

Textura granulosa; superficie pulverulenta; ESTRUTURAS DE REPRODUGAO: conidiéforo;
centro plano; borda encrespada conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Producéo de pigmento: ndo

Fotografias da linhagem

a) Frente b) Reverso da placa

c¢) Estruturas de reproducédo d) Conidios
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LBQM-ms0

Ndmero da Cultura: 50

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfoldgicas

Meio BDA; 7 dias de incubacéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Cddigo da linhagem: B2c Isolado 6

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacéo: Castellani

Perigo a saude ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracao da col6nia: preto

Reverso: amarelado

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro plano; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUGCAO: conidi6foro;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa
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d) Conidios
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LBQM-ms51

Ndmero da Cultura: 51

Data de Depésito: 20/ 10/ 2015

Nome cientifico e autor(es): Aspergillus sp.

Caracteristicas Macromorfolégicas

Meio BDA; 7 dias de incubagéo; 9,0 cm de
didmetro

Procedéncia da Linhagem:

Cadigo da linhagem: B3a Isolado 7

Fonte de Isolamento: solo

Método de preservacao: Castellani

Perigo & salde ao meio ambiente: desconhecido

Micélio: filamentoso/rasteiro

Coloracéo da coldnia: preto

Reverso: amarelado

Textura granulosa; superficie pulverulenta;
centro plano; borda encrespada

Producéo de pigmento: ndo

Caracteristicas Micromorfologicas:

HIFAS: septadas/ hialinas B
ESTRUTURAS DE REPRODUCAO: conidiéforo;
conidio globoso/ hialino; cabeca conidial globosa

Fotografias da linhagem

a) Frente

b) Reverso da placa

d) Conidios
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APENDICE B — REGISTRO FOTOGRAFICO DA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA DOS FUNGOS ISOLADOS

Meios de crescimento utilizados

Fungos

AZEITE

MO1
Aspergillus sp.

MO02
Aspergillus sp.

MO03
Aspergillus sp.

MO04
Aspergillus sp.
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AMIDO

AZEITE

Meios de crescimento utilizados

LEITE

Fungos

opeodyRuap! OBN
SO

‘ds wnuesnH
90N

‘ds wnuesn4
LOIN

‘ds winyjIouad
80N
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Fungos

Meios de crescimento utilizados

M09
Nao identificado

AZEITE

M10
Nao identificado

M11
Fusarium sp.

M12
Aspergillus sp.
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Fungos

Meios de crescimento utilizados

AZEITE

M13
Fusarium sp.

M14
Fusarium sp.

M15
Fusarium sp.

M16
Aspergillus sp.
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Fungos

Meios de crescimento utilizados

AZEITE

M17
Aspergillus sp.

M18
Penicillium sp.

M19
Penicillium sp.

M20
Nao identificado
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Fungos

Meios de crescimento utilizados

AZEITE

AMIDO

M21
Penicillium sp.

M22
Penicillium sp.

M23
Penicillium sp.

M24
Nao identificado
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AMIDO

AZEITE

Meios de crescimento utilizados

LEITE

Fungos

‘ds wnuesn4
GZIN

‘ds winuesn4
9¢ZIN

‘ds sn|jibiadsy

LZN

‘ds sn|jiBiadsy
8¢IN
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F Meios de crescimento utilizados
Hngos AZEITE

M29
Aspergillus sp.

M30
Aspergillus sp.

M31
Aspergillus sp.

M32
Aspergillus sp.
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Meios de crescimento utilizados
LEITE AZEITE AMIDO

Fungos

M33
Aspergillus sp.

M34
Aspergillus sp.

M35
Aspergillus sp.

M36
Aspergillus sp.
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Fungos

Meios de crescimento utilizados

LEITE

AZEITE

AMIDO

M37
Aspergillus sp.

M38
Aspergillus sp.

M39
Aspergillus sp.

M40
Aspergillus sp.
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F Meios de crescimento utilizados
Hngos AZEITE

M41
Aspergillus sp.

M42
Aspergillus sp.

M43
Aspergillus sp.

M44
Aspergillus sp.
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AMIDO

AZEITE

Meios de crescimento utilizados

LEITE

Fungos

‘ds sn|jiBiadsy
SYIN

‘ds sn|jibiadsy
9N

‘ds sn|jibiadsy
LVYIN

‘ds sn|jiBiadsy
8N
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AMIDO

AZEITE

Meios de crescimento utilizados

LEITE

Fungos

‘ds sn|jiBiadsy
6vYIN

‘ds sn|jibiadsy
OSIN

‘ds sn|jibiadsy

TSN

‘ds sn|jiBiadsy
¢SIN
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Fungos

Meios de crescimento utilizados

AZEITE

M53
Fusarium sp.
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APENDICE C — REGISTRO FOTOGRAFICO DO TESTE DE TOLERANCIA A
CADMIO

GRUPO 1
Adb-Isolado 3
. . Fungo Cultivado em Meio DBA com adigéo
Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O isolado apresentou toleréncia ao ion metalico apesar de notar-se uma clara mudanca na morfologia
macroscopica da colbnia desenvolvida no meio contendo cadmio, esta apresentou um
desenvolvimento mais lento e a consideravel diminuicdo na producdo de esporos, contudo, é
possivel perceber que a espécie continuou produzindo pigmento difuso no meio corando-o de
amarelo.

B3c-Isolado 11

. . Fungo Cultivado em Meio DBA com adigéo
Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo apresentou tolerancia ao metal, porém, o0 aspecto da col6nia foi completamente modificado
no cultivo em meio contendo cadmio na comparag¢éo com o controle. O isolado que possuia colénia
branca avermelhada e textura de camurca, passou a apresentar coloracdo verde e uma textura
superficial lisa. Além disso, passou a produzir pigmento verde amarelado corando o meio.
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B4a-Isolado 4
. . Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao
Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

Poucas alteragBes na morfologia macroscépica foram observadas para a espécie.
Além da discreta mudanca na coloracdo, a presenca do metal alterou um pouco a

velocidade do crescimento da coldnia. Assim, o isolado demostra consideravel

tolerancia ao cadmio.

B5a-Isolado 1
. . Fungo Cultivado em Meio DBA com adic¢ao
Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?* (100 mg/L)

Houve reproducao no aspecto da colbnia, porém, a presenca do metal no meio de

crescimento, afetou a velocidade de crescimento da colonia.
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B5c-Isolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa capacidade de se desenvolver em meio contaminado, uma vez
gue o seu cultivo na presenga de cadmio ndo alterou de forma expressiva suas
caracteristicas morfoldégicas, mantendo preservadas a textura de camurca e

superficie lisa, mas, modificou principalmente sua coloracao.

GRUPO 2

A3b-solado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)
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Apb6s o periodo de incubacao, ndo houve desenvolvimento de col6nia do fungo
inoculado na presenca de cadmio mostrando que a espécie nao resistente a

concentracdo do metal no meio.

B4c-lsolado 3
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

Apés dez dias de incubacgdo, ndo houve desenvolvimento de colbénia do fungo
inoculado na presenca de cadmio mostrando que a espécie nao foi resistente a

concentracdo do metal no meio.

B5b-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

A presenca de cadmio no meio de crescimento influencio principalmente na
velocidade de crescimento da colonia, apesar disso, o isolado mostrou-se resistente
ao metal.




253

B6a-Isolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢éo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

A presenca de cadmio no meio de crescimento impediu o desenvolvimento da
colénia, o que demostro que, a concentracdo do meio de crescimento, o metal é

toxico para o fungo.

GRUPO 3

A3b-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo néo foi resistente ao metal na concentracdo do meio de crescimento
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A4db-lsolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

A presenca de cadmio no meio de crescimento causou pequena variacdo na
coloracdo da colbnia e na velocidade de crescimento do fungo, no entanto, a

espécie foi resistente ao metal.

B3a-Isolado 8
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, contudo, sua morfologia sofreu grande
modificacao, sobretudo na colorag¢édo. O fungo crescido no meio contendo cadmio

passou a produzir também um pigmento de coloracdo amarelada difuso no meio.
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B4c-Isolado 1

Fungo Cultivado em Meio DBA com adic¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

Apesar da grande mudanca na coloracéo, o fungo mostrou boa resisténcia ao metal,

mantendo o mesmo aspecto e velocidade de crescimento da colbnia.

B2c-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, contudo, sua morfologia sofreu grande
modificacao, sobretudo na colorag¢do. O fungo crescido no meio contendo cadmio

passou a produzir também um pigmento de coloracdo amarelada difuso no meio.
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B3b-lsolado 1

Fungo Cultivado em Meio DBA com adic¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo néo foi resistente ao metal na concentracdo do meio de crescimento, pois

nao foi possivel observar desenvolvimento de colonia.

B3c-Isolado 5
Fungo Cultivado em Meio DBA com adic¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O metal presente no meio de crescimento interferiu, principalmente na velocidade

de crescimento da col6nia, e na colora¢do, mantendo as demais caracteristicas.
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GRUPO 4

B3a-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da colbnia e a producdo de esporos aéreos

foram os principais fatores afetados pela presenc¢a de cadmio no meio de cultivo.

B3a-Isolado 9
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da col6nia e a produgéo de esporos aéreos

foram os principais fatores afetados pela presenc¢a de cddmio no meio de cultivo.
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GRUPO 5

B2b-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adigdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

Nao houve desenvolvimento de coldnia no meio contendo cadmio, assim, o fungo

nao foi resistente ao metal na concentracdo do meio de crescimento.

B3a-Isolado 4
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢éo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo ndo foi resistente ao metal na concentracdo do meio de crescimento, pois

nao foi possivel observar desenvolvimento de colbnia.
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B3c-Isolado 2

Fungo Cultivado em Meio DBA com adicdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

N&o houve desenvolvimento de colénia no meio contendo cadmio, assim, o fungo

nao foi resistente ao metal na concentragdo do meio de crescimento.

B3c-Isolado 4
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O isolado foi pouco resistente ao cadmio, houve desenvolvimento de colénia no
meio contendo cadmio, porém com velocidade de crescimento muito reduzida.
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B3c-Isolado 6
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou pequena resisténcia ao cadmio, houve desenvolvimento de col6nia
no meio contendo o metal, porém, suas caracteristicas foram muito modificadas,

principalmente a velocidade de crescimento.

B4c-Isolado 4
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa capacidade de se desenvolver na presenca de cadmio,
observa-se pequenas alteragcdes na morfologia, manteve preservadas a textura e a
coloracao.
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B4c-Isolado 5
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou pequena resisténcia ao cadmio, houve desenvolvimento de col6nia
no meio contendo o metal, porém, suas caracteristicas foram muito modificadas,

principalmente a velocidade de crescimento.

B5b-Isolado 1

Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa capacidade de se desenvolver em meio contaminado, uma vez
qgue o seu cultivo na presenca de cadmio ndo alterou de forma expressiva suas
caracteristicas morfologicas, mantendo preservadas a textura de camurca e

superficie lisa, mas, modificou levemente sua coloragéo.
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B5c-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

N&o houve desenvolvimento de colénia no meio contendo cadmio, assim, o fungo
nao foi resistente ao metal na concentracdo do meio de crescimento.

B3b-Isolado 4
Fungo Cultivado em Meio DBA com adigdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

N&o houve desenvolvimento de colénia no meio contendo cadmio, assim, o fungo

ndo foi resistente ao metal na concentragdo do meio de crescimento.
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GRUPO 6

B2b-Isolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo mostrou pequena resisténcia ao cadmio, houve desenvolvimento de col6nia
no meio contendo o metal, porém, suas caracteristicas foram modificadas,

sobretudo a velocidade de crescimento.

B4a-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

Nao houve um bom desenvolvimento de colbnia no meio contendo cadmio, assim,
o fungo demonstra baixa resisténcia ao metal na concentracdo do meio de

crescimento.
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B4c-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

N&o houve desenvolvimento de colénia no meio contendo cadmio, assim, o fungo

nao foi resistente ao metal na concentragdo do meio de crescimento.

GRUPO 7

B4a-Isolado 7
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)
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Apbs o periodo de incubacao o crescimento da colbnia foi muito pequeno, assim, o
fungo demonstra baixa resisténcia ao cadmio na concentracéo presente no meio de

crescimento.

B3a-Isolado 5
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢cao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

Nao houve um bom desenvolvimento de colbénia no meio contendo cadmio, assim,
o fungo demostra baixa resisténcia ao metal na concentracdo do meio de

crescimento.

B4b-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)
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N&o houve um bom desenvolvimento de colénia no meio contendo cadmio, assim,
o fungo demonstra baixa resisténcia ao metal na concentracdo do meio de

crescimento.

B3c-Isolado 9
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢cao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

Nao houve um bom desenvolvimento de colbénia no meio contendo cadmio, assim,
o fungo demonstra baixa resisténcia ao metal na concentracdo do meio de

crescimento.

B4a-Isolado 5
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)
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O fungo apresentou resisténcia ao cadmio, porém a velocidade do crescimento da

colbnia foi muito reduzida, a producéo de esporos aéreos também foi muito afetada.

B3c-Isolado 12
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo apresentou resisténcia ao cadmio, porém a velocidade do crescimento da

colénia foi muito reduzida, a producédo de esporos aéreos também foi muito afetada.

B4a-Isolado 3
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)
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N&o houve um bom desenvolvimento de colénia no meio contendo cadmio, assim,
o fungo demonstra baixa resisténcia ao metal na concentracdo do meio de

crescimento.

B3c-Isolado 8
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo apresentou resisténcia ao cadmio, porém a velocidade do crescimento da
colbnia foi muito reduzida, a producéo de esporos aéreos também foi muito afetada.

B2c-Isolado 7
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)
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O fungo apresentou resisténcia ao cadmio, porém a velocidade do crescimento da

colbnia foi muito reduzida.

B4b-lsolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo apresentou resisténcia ao cadmio, porém a velocidade do crescimento da
colbnia foi muito reduzida.
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GRUPO 8

B3b-Isolado 3
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo cultivado no meio contendo cadmio apresentou modifica¢cdes na coloragéo

e na velocidade de crescimento, mas, mostrou-se tolerante.

B3a-Isolado 6
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo cultivado no meio contendo cadmio apresentou modifica¢cdes na coloragéo

e na velocidade de crescimento, mas, mostrou-se tolerante.
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B3b-Isolado 5
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicdo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

A presenca de caddmio no meio de crescimento fez com que a colbnia se

desenvolvesse mais lentamente.

B3b-Isolado 6
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢do

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

A mudancga na coloragédo da colbnia e na velocidade do crescimento foram os

principais fatores afetados pela presenca do cadmio.
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GRUPO 9

B3a-Isolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, porém houve grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da col6nia ndo sofreu muita influéncia, mas
a producéo de esporos aereos foi muito afetada pela presenca de cadmio no meio
de cultivo.

B3c-Isolado 10
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢do

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O aspecto da coldnia foi alterado principalmente pela auséncia de esporos aéreos
pretos, a velocidade do crescimento também foi afetada pela presenca do cadmio

no meio
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B3b-Isolado 2
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, porém, a velocidade do crescimento da
colénia e a producéo de esporos aéreos foram afetados pela presenca de cadmio no

meio de cultivo.

B3c-Isolado 7
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢ao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O aspecto da coldnia foi alterado principalmente pela auséncia de esporos aéreos
pretos, a velocidade do crescimento também foi afetada pela presenca do cadmio

no meio
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B3c-Isolado 3
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da col6nia e a produgéo de esporos aéreos

foram os principais fatores afetados pela presenca de cadmio no meio de cultivo.

B2c-Isolado 5
Fungo Cultivado em Meio DBA com adi¢do

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da colbnia e a producéo de esporos aéreos

foram os principais fatores afetados pela presencga de cadmio no meio de cultivo.
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GRUPO 10

B2c-Isolado 4
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicéo

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2*(100 mg/L)

Nao houve desenvolvimento de coldnia no meio contendo cadmio, assim, o fungo

nao foi resistente ao metal na concentracdo do meio de crescimento.

B2c-Isolado 6
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da colbnia e a produgéo de esporos aéreos
foram os principais fatores afetados pela presenca de cadmio no meio de cultivo.
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B3a-Isolado 7
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd2(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A producéo de esporos aéreos foi o principal fator afetado pela presenca

de cadmio no meio de cultivo.

B3c-Isolado 1
Fungo Cultivado em Meio DBA com adicao

Fungo Cultivado em Meio DBA de Cd?*(100 mg/L)

O fungo mostrou boa resisténcia ao metal, apesar da grande modificacdo em sua
morfologia. A velocidade do crescimento da colbnia e a produgéo de esporos aéreos
foram os principais fatores afetados pela presenca de cadmio no meio de cultivo.
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APENDICE D: DADOS ESPECTROSCOPICOS DA FRACAO M01C3-SP4.3.2.3

Figura 5. 1 - Espectro de RMN-'H da fragdo M01C3-SP4.3.2.3.
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Figura 5. 2 - Ampliacdes do Espectro de RMN-'H da fracdo M01C3-SP4.3.2.3.

.
PROTO@_D'I BSp

| ~l

189
1.89

187
—1.37
—1.34

.
0.65 283 28425

= e— =

31 3.0 29 238 27 28 25 24 23 22 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.8 1.5 14 1.3
Chemical Shift (ppm)

o

a0y P~ O = o R i T R S S =) = 0 o— 00 P~
PROTON_0M.esp O 03 &4 & MEEEMnAA@n6 oM N e e
L et e 00O o oo oo oo WD WD W DD
S I B LA
| |
I
0.7 0.82 0.86 0.73

740 T35 730 725 720 718 710 705 700 685 690 685 630 675 670 6§65 6H60 655 650 645 640 635 630 625 620 615 610 605 600 595
Chemical Shift (ppm}

Fonte: dados da pesquisa, 2018



279

Figura 5. 3 - Figura 5. 3 - Espectro de RMN-13C da fracdo M01C3-SP4.3.2.3
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Figura 5. 4 - Mapa de contorno gCOSY da fracdo M01C3-SP4.3.2.3
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Figura 5. 5 - Ampliacdo do mapa de contorno gCOSY da fragcdo M01C3-SP4.3.2.3

gCi0sY_01.fid.esp

I . JLﬁJML.UJL

6.0

{ppm)

T
1 Chamical Shi

5.0

o B e e L B e o e a1
5 i 8.0 5.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Fonte: dados da pesquisa, 2018



Figura 5. 6 - Mapa de contorno gHSQC da fragdo M01C3-SP4.3.2.3
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Figura 5. 7 — Ampliagdes do mapa de contorno gHSQC da fracdo M01C3-SP4.3.2.3.
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Figura 5. 8 - Mapa de contorno gHMBC da fragdo M01C3-SP4.3.2.3.
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Figura 5. 9 — AmpliagGes do mapa de contorno gHMBC da fragdo M01C3-SP4.3.2.3 (Parte 1).
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Figura 5. 10 - Amplia¢cdes do mapa de contorno gHMBC da fracdo M01C3-SP4.3.2.3 (Parte 2).
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Figura 5. 11 - Amplia¢cdes do mapa de contorno gHMBC da fracdo M01C3-SP4.3.2.3 (Parte 3).
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