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REsumo: Realizou-se estudos avaliando a acdo da biomassa viva e inativada de Cunninghamella elegans
crescida, visando a remocdo do hidrocarboneto aromatico policiclico fenantreno. Monitorou-se o processo de
remocao do fenantreno a cada 24 h por espectrofotometria, de acordo com um planejamento fatorial completo de
22 e, como variaveis independentes 0,1 e 0,2 mM de fenantreno, na presenca de 0,6, 3,3 e 6% de glicose e
variavel resposta o contetdo de fenantreno removido. Os resultados obtidos indicaram que tanto a biomassa
inativada como viva removeram, respectivamente, 90,0% e 82,0% a concentracdo de 0,2mM de fenantreno na
presenca da menor concentracdo de glicose (0,6%). A biomassa inativada de C. elegans demonstrou ser um
sorbente com elevado potencial biotecnoldgico para a remediacdo de areas poluidas com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos.

PALAVRAS-CHAVE: Fenantreno. Cunninghamella elegans. Biomassa. Remogéo.

ABSTRACT: Studies were carried out evaluating the action of the life and inactivated biomass of Cunninghamella
elegans grown to removal polycyclic aromatic hydrocarbon phenanthrene. The removal process was monitored
each 24h by spectrophotometry, de acordo com according to full factorial design 22, and independent variables the
phenanthrene concentrations [0.1 and 0.2 mM], and the content of phenanthrene removed as variable
response.The results showed that both inactivated and live biomass from C. elegans removed 85.0% and 90.0%,
respectively, of phenantrene of 0.2 mM on glucose (0.6) concentration. The inactivated biomass from C. elegans
shows a sorbent with high biotechnological potential for bioremediation of polluted area with polycyclic aromatic
hydrocarbons.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos  policiclicos aromaticos
(HAP’s) séao poluentes amplamente distribuidos no
meio ambiente quando resultam da queima de
combustiveis fosseis e de atividades industriais
(CERNIGLIA; GIBSON, 1979; DEZIE'L et al,
1996; CERNIGLIA; VAN BAALEN; GIBSON, 1980;
CERNIGLIA, 1992; 1997; CERNIGLIA;
SUTHERLAND, 2001). Esses estao presentes
como poluentes organicos, com propriedades
cancerigenas e téxicas (SAKAY et al.,, 1985;
MALISZEWSKA-KORDYBACH,; SMRECZAK,
2003; ZHANG, WANG; XIE, 2011). Estima-se que
mais de 90% da carga total de HAP esteja nos
solos superficiais (WILD; JONES, 1995).

A degradacdo microbiana de HAP tem recebido
uma atencdo especial como uma possivel
estratégia para a biorremediacdo de HAP’s em
solos contaminados (JOHNSEN; WICK; HARMS,
2005). Grandes quantidades de compostos
organicos e inorgéanicos sao liberadas para o meio
ambiente a cada ano como resultado de atividades
humanas (VINAS et al., 2005).

Uma estratégia para descontaminacao dos HAP’s
do ambiente é através da biorremediacédo, que é a
utilizacao do processo ou atividade bioldgica para
transformar os contaminantes em substéncias
inertes (HOLLIGER; WOHLFAHRT; DIEKERT,
1998; BOUCHEZ et al., 2000; SAMANTHA et al.,
2002; WU; WANG; XING, 2005).

O alto custo para promover a remocao de HAP’s
do ambiente induziu ao grande interesse para a
busca de micro-organismos com potencial para os
processos de biorremediacdo e detoxificacdo de
locais poluidos (SUTHERLAND, 1992;
BOONCHAN; BRITZ; STANLEY, 2000; WU,
WANG:; XING, 2005; LEITAO, 2009).

A biorremediacéo de sitios contaminados depende

do potencial e habilidade microbiana na
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transformacédo de poluentes, essencialmente em
compostos inofensivos ou, no minimo, menos
perigosos (HOFRICHTER; BUBLITZ; FRITSCHE,
1995; EL FANTROUSSI; AGATHOS, 2005;
PAZARLIOGLU; TELEFONCU, 2005, TAO et al.,
2009). O fungo C. elegans metaboliza HAP'’s e,
por isso, € importante para processos de
biorremediacdo (BOONCHAN; BRITZ; STANLEY,
1998; BANFOURTH; SINGLETON, 2005; GENTILI
et al.,, 2006). C. elegans metaboliza inicialmente
HAP’s em trans-hidrodidis, fendis, quinonas e
epoxidos de hidrodidis. C. elegans oxida
fenantreno nas posi¢cées 1,2 e 3,4 para formar
trans-dihidrodidis. As enzimas agem nas posicoes
9 €10, que sao o0s principais locais para a
oxidacdo de fenantreno (CERNIGLIA, 1979;
BRODKORSB; LEGGE, 1992; BARCLAY;
FARQUHAR; LEGGE, 1995; LEITAO, 2009).

Essa biotecnologia vem sendo utilizada ha varios
anos em outros paises e, em certos casos,
apresenta menor custo e maior eficiéncia na
remocao dos contaminantes do que as técnicas
fisicas e quimicas (como incineracao e lavagem do
solo), sendo atualmente utilizada em escala
comercial no tratamento de diversos residuos e na
remediacdo de areas contaminadas (BAMFORTH;
SINGLETON, 2005; ZHU; AITKEN, 2010).

Por outro lado, a degradacdo dos HAP’s no solo
pode ser limitada pela incapacidade dos micro-
organismos autéctones em metabolizar
eficientemente esses compostos, devido a falta de
nutrientes ou pela baixa disponibilidade dos HAP’s
aos micro-organismos degradadores (JOHNSEN;
WICK; HARMS, 2005). Neste trabalho foi
investigada a habilidade da biomassa viva e
inativada de C. elegansnaremoc¢édode fenantreno,
de acordo com um planejamento fatorial completo
de 22, tendo como variaveis independentes as

concentracdes 0,1 e 0,2 mM na presenga de 0,6,



3,3 e 6% de glicose e, como variavel resposta, o

contelido removido de fenantreno.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

O micro-organismo Cunninghamella elegans (UCP
542) foi isolado do sedimento de mangue do
Municipio de Rio Formoso, Pernambuco, Brasil,
catalogado e depositado na Colecédo do Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Ambientais — NPCIAMB-
Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP
(GOMES et al., 2000). A colecéo é registrada no
World Federation Culture Collection-WFCC. A
linhagem foi mantida em meio de cultivo Batata
Dextrose Agar (BDA) a 5°C.

Fenantreno: o fenantreno foi adquirido da Aldrich-
Sigma, United Kingdom. A solugdo estoque foi
preparada dissolvendo-se o fenantreno a 10mM
em acetona, filtrada em membrana Millipore de
0,45 um e armazenada em frasco ambar, a

temperatura de 5°C.

2.2 METODOS

Producdo de biomassa: Os esporangiolos de C.
elegans cresceram durante sete dias a 28°C em
placas de Petri contendo 0 meio Yeast Malt Agar
(YMA). Utilizando-se um cultivo monospdrico de C.
elegans, foi realizada a padronizacao de indculo
através da contagem de esporangiolos em
hematocitbmetro para uma concentragdo final de
107 esporangiolos/mL. Cerca de 5% do inéculo foi
transferido para de Erlenmeyers de 1000 mL de
capacidade, contendo 600 mL do meio de cultura,
como descrito por Hesseltine e Anderson (1957).
Em seguida, os frascos foram incubados a 28°C,
por 96 horas, sob agitagcdo orbital de 150 rpm. Ao

final do crescimento, a biomassa foi coletada por

filtracdo em membrana de fibra sintética de
silkscreen (0,8um), seguida de duas lavagens com
agua deionizada gelada e mantida a temperatura
de 5°C.

Inativacdo da Biomassa: Cerca de 5g de micélio
fresco de C. elegans foram imersos em 20 mL de
agua deionizada e inativados em autoclave por 15
minutos, a temperatura de 121°C. O micélio
inativado foi separado por filtragdo através de um
filtro de nylon serigrafia (0,8 um) (MORAES FILHO
et al., 2009).

Cinética de remocéo do fenantreno pela biomassa
de C. elegans: A remocdo do fenantreno foi
realizada em frascos de Erlenmeyer de 500mL de
capacidade contendo 100 mL das solugdes de
fenantreno 0,1 e 0,2 mM e adicionadas as
concentracdes 0,6 e 6,0% de glicose, baseadas
respectivamente, nos trabalhos de (CAMPOS-
TAKAKI; DIETRICH; BEAKES, 1983) e
(ANDRADE et al., 2000). A concentracdo 3,3% foi
de acordo com o ponto central do planejamento
fatorial completo de 22. Em seguida nos frascos
foram adicionados, de forma estéril, 5g das
biomassas viva e/ou inativada, mantidos sob
agitacao orbital de 150 Hz a temperatura de 28°C.
A cinética de remocéo do fenantreno foi realizada
através da coleta de aliquotas de 2,00 mL, a cada
24 horas até que se completasse o periodo de 96

horas.

Determinagcdo do teor de fenantreno: O teor de
fenantreno foi determinado por espectrofotometria,
através de uma curva de calibracdo com uma
solucdo de fenantreno de 1-10 mM, no
comprimento de onda de 250 nm, segundo
Veintemilia (2006).

Os célculos de todos os testes foram realizados
utilizando o programa STATISTIC versdo 6.0 da
Statsoft Inc., USA.

e-xacta, Belo Horizonte, v. 6, n. 1, p. 1-8. (2013). Editora UniBH.
Disponivel em: www.unibh.br/revistas/exacta/



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITOS DE DIFERENTES

CONCENTRACOES DE GLICOSE NA REMOGCAO

DE FENANTRENO

Estudos realizados com as biomassas viva e
inativadade C. elegans na remocao de fenantreno
(0,1 e 0,2 mM) na presenca de diferentes
concentracfes de glicose estdo apresentados na
Figura 1 (A e B) e naFigura 2 (A e B).

A Figura 1 apresenta a biomassa inativada de C.
elegans em diferentes concentracdes de glicose
na presenca de fenantreno 0,1 mM (Figura 1-A); e
em diferentes concentracdes de glicose na

presenca de fenantreno 0,2mM (Figura 1-B).

Remuogio {9}
o
£

= Glicose 8 0,6 %
40 /4; Glicosea 33%
30 -
30 v Glicose 26,0 %
10 -
a
4 48 72 56
Tempo (b}
100
90
80 -
z N
S a0
T 5 wtee Gl 2 0,6 %
£ 40 Glicosea 3,3 %
& 3 ~a=Glicosea 6,0 %
20 -
10
0
24 48 72 9
Tempolh}

Figura 1: Cinética de remocéo do fenantreno pela

biomassa inativada de Cunninghamella elegans,

utilizando solug6es com diferentes concentracbes

de glicose (0,6; 3,3 e 6%). [A] Fenantreno 0,1 mM
e [B] Fenantreno 0,2 mM.

Observou-se que a menor concentragéo de glicose
(0,6%) apresenta maior influéncia no processo de

remocdo de ambas as concentragcdes de
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fenantreno (0,1 e 0,2 mM). Destaca-se, ainda, que
a biomassa inativada de C. elegans foi capaz de
remover 90% de fenantreno na concentracdo a
0,2 mM ao final do periodo de incubagédo. No
entanto, as concentracdes mais elevadas de
glicose (3,3 e 6,0%) sugerem um efeito repressor
sob a remocédo de fenantreno. Contudo, em todos
0os experimentos foi observada uma remocao

gradual do fenantreno no decorrer de 96 horas.

A Figura 2 (A e B) apresenta os resultados
obtidos com a biomassa viva de C. elegans frente
a diferentes concentracdes de fenantreno, na
presenca de 0,6 de glicose, demonstrando maior
eficiéncia na remocéo de fenantreno (82%), com
a maior concentracdo de glicose. Porém, a
biomassa viva realizou uma biorremocgéo gradual
do fenantreno na presenca das concentracdes de
3,3 e 6% de glicose. Contudo, a biomassa viva
demonstra mais baixo desempenho na remocédo
de fenantreno, principalmente  para a

concentragdo 0,1 mM.
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Figura 2: Cinética de remocéo do fenantreno pela
biomassa viva de Cunninghamella elegans,
utilizando solug8es com diferentes concentragbes
de glicose (0,6; 3,3 e 6%). [A] Fenantreno 0,1 mM
e [B] Fenantreno 0,2 mM.



Nesse sentido, a acao da glicose na sua menor
concentracdo, no processo de maior remogdo do
fenantreno pela biomassa inativada,
provavelmente, ocorre devido ao maior niimero de
sitios do biossorbente, possibilitando com maior
vantagem de operacdo e de custo. Os dados
obtidos com o alto desempenho da biomassa
inativada de C. elegans sdo considerados
relevantes & estabilidade e habilidade de
adsorcao, sendo essas caracteristicas
confirmadas pela literatura como importantes nos
processos de biorremediagdo de  sitios
contaminados por HAPs (HWANG; CUTRIGHT,
2003; AMEZCUA-ALLIERI; LEAD; RODRIGUEZ-
VAZQUEZ, 2005; GENTILI et al., 2006; LEITAO,
2007; LEITAO, 2009).

Outra vantagem de fungos como biossorbente é a
facilidade de separacdo da massa micelial por
filtracdo, em comparacdo com leveduras e
bactérias. Adicionalmente, os fungos filamentosos
sd0 menos sensiveis as variagBes de nutrientes,
aeracdo, pH, temperatura e ttm um menor teor de
acidos nucléicos na biomassa. Além disso,
residuos hipersalinos sao gerados em diversas
atividades industriais, tais como fabricas de
produtos quimicos, petréleo e gas natural e as
praticas de minimizacdo de residuos. Esses
residuos, vulgarmente designados como aguas de
producao, séo constituidos por altas
concentragcfes de sais, Oleos, acidos organicos,
metais pesados e radionuclideos (WOOLARD;
IRVINE, 1995; LEITAO; DUARTE; OLIVEIRA,
2007; LEITAO, 2007; LEITAO, 2009).

Além disso, a capacidade de halotolerancia € uma
capacidade importante dos biossorbentes para
corrigir os processos de poluicdo. Portanto, micro-
organismos halotolerantes apresentam
propriedades fundamentais para o tratamento

biolégico sem, no entanto, causar prejuizos para o

ecossistema (LEITAO, 2007; LEITAO, 2009;
LElTAO, DUARTE; OLIVEIRA, 2007).

Neste caso, C. elegans UCP 542 é considerada
um biossorbente extremamente importante, tendo
em vista seu comportamento de halotolerancia e
considerando seu isolamento a partir de
sedimentos de mangue do municipio de Rio
Formoso, Pernambuco, Brasil (GOMES et al.,
2000, FREITAS SILVA et al., 2007).

3.2 EFEITOS DAS INTERACOES ENTRE
GLICOSE E BIOMASSA DE CUNNINGHAMELLA
ELEGANSNO FENOMENO DE REMOGCAO DO
FENANTRENO

A Figura 3 e a Figura 4 apresentam os efeitos
estatisticos entre as interagbes glicose e
fenantreno, nas diferentes concentracdes, tendo
como variavel resposta a porcentagem de

remocao do fenantreno.
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Figura 3. Interacdes entre a remocao de fenantreno
utilizando biomassa inativada de Cunninghamella
elegans, tendo a glicose 0,6; 3,3 e 6%, como co-

substrato.
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Figura 4. Interacdes entre a remogéao de fenantreno
utilizando biomassa viva de Cunninghamella elegans,

tendo a glicose 0,6; 3,3 e 6%, como co-substrato.

Os resultados obtidos indicaram que, entre todas
as interacfes, a condicdo da biomassa inativada
associada a concentracao de 0,6% de glicose foi a
mais eficiente. Contudo, os efeitos observados
com a biomassa do fungo viva sugerem que
ocorreu interacdo similar entre 0,6 e 6% de
glicose. Trabalhos semelhantes demonstram que a

fonte de carbono tem um papel importante na

biorremocgédo de hidrocarbonetos (HERWIJNEN et
al., 2003; CHAUDHARY et al., 2011).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A incorporagdo de glicose no processo de
remocdo de fenantreno pela biomassa de C.
elegans investigada sugere que a linhagem
apresenta elevado potencial na remogédo do HAP.
A maior eficiéncia foi com a menor concentracao
de glicose. A cinética de biorremog¢do mostrou-se
linear em todos os experimentos, contudo, com o
ponto central do planejamento utilizado, ocorreu
um efeito negativo, com baixos niveis de remocao.
A linhagem de C. elegans UCP (542) apresenta
potencial para aplicagdo em processos de
remediacdo de fenantreno e, provavelmente, para

outros compostos aromaticos.
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