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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito do dibenzotiofeno — DBT
(derivado do petréleo) no crescimento e na morfologia de Rhizopus arrhizus UCP 402. Com
o0 aumento da utilizacao de combustiveis fosseis por varios paises industrializados, um sério
problema ambiental se agrava devido a qualidade das reservas do petrdleo, tendo em vista
a quantidade de enxofre, e conseqlientemente, maior toxicidade para o meio ambiente. Por
sua vez, o dibenzotiofeno (DBT) € um composto organossulfurado heterociclico presente no
Oleo diesel, sendo considerado um combustivel que causa grandes problemas ambientais.
A tilizacdo do DBT por R. arrhizus UCP 402 foi avaliada a partir de diferentes
concentragcdoes desse composto, observando-se os efeitos na cinética de crescimento e
morfologia do fungo, na producédo de quitina e quitosana, como também na formacao de
metabdlitos téxicos. Os resultados obtidos indicam que R. arrhizus apresenta habilidade
para crescer nas diferentes concentragdes do composto, porém apenas, em co-
metabolismo, isto é, na presenca de glicose. Observou-se uma variagcdo no teor de
proteinas totais, em quitina e quitina pela agdo do DBT. A microscopia 6tica evidenciou
variagbes na morfologia de R. arrhizus, causando também alteragdes no padrao de
ramificacdo das hifas. Os produtos do metabolismo do DBT indicam que ocorreu
degradacao do composto por R. arrhizus, cujos metabdlitos apresentaram uma acentuada
inibicdo da germinagcdo de Repolho das 4 estacbes (Brassica oleracea var. capitata). Os
estudos realizados demonstram um grande potencial biotecnoldgico de R. arrhizus no
processo de degradacao de DBT, podendo ser empregado no futuro em processos de

biorremediagéao.

Palavras-Chave: 1. Rhizopus arrhizus; 2. Dibenzotiofeno; 3. Crescimento; 4. Quitina; 5.

Quitosana.
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ABSTRACT

The present work had as objective investigate the effect of dibenzotiofene - DBT
(derived from oil) in the growth and morphology of Rhizopus arrhizus UCP 402. Had
the increase of the use of the fossil fuels used for some industrialized countries, a
serious environment problem aggravates due to quality of the reserves of the oil, in
view of the amount of sulphur, and consequently, greater toxicity for the environment.
In turn, the dibenzothiofene (DBT) is a composition heterociclic organossulfurated in
the oil diesel, being considered a great fuel that cause ambient problems. The use of
the DBT for R. arrhizus UCP 402 was evaluated from different concentrations of this
composition, having observed itself the effect in kinetic of growth and the
morphology, in the production of quitina and quitosana, as well as in the formation of
toxic methabolits. The gotten results had indicated that R. arrhizus presents ability to
grow in the different concentrations of the composition, however only, in co-
metabolism, that is, in the glucose presence. A variation in the total protein text,
quitina and quitosana for the action of the DBT was observed. The 6ptic microscopy
evidenced variations in the morphology of R. arrhizus, also causing alterations in the
ramification of hifas on standard. The products of the metabolism of the DBT had
indicated that degradation of the composition for R. arrhizus occurred, whose
methabolits had presented one accented inhibition of the germination of Cabbage of
the 4 stations (oleracea Brassica to var. capitata). The carried through studies had
demonstrated a great biotechnological potential of R. arrhizus in the process of

degradation of DBT, being able to be used in the future in biorremediation processes.

Keywords: 1. Rhizopus arrhizus; 2. Dibenzotiofene; 3. Growth; 4. Chitin; 5.

Chitosan.
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CAPITULO 1



1.1 Introducgao

Atualmente, as refinarias apresentam a necessidade de mudanga a respeito das
especificagbes e da qualidade do produto, utilizando as tecnologias existentes e
desenvolvendo continuamente tecnologias avangadas (BABICH e MOULIJN, 2003). A nova
legislacdo mundial requerer redugdes significativas no teor de enxofre de combustiveis de
transporte. Por exemplo, no Brasil, a especificacdo atual para a gasolina e de 1000 ppm de
enxofre (Portaria ANP 309, 2001) e ha indicativos de que sera reduzida para 50 ppm, em
20009.

O diéxido de enxofre, resultante da reagdo do enxofre com o oxigénio durante a
queima de combustiveis, € um dos principais poluentes do ar. Quando combinado com a
umidade da atmosfera, causa as chuvas acidas. Portanto, o controle da polui¢ao do ar, em
termos de dessulfurizacao, e o estudo para o desenvolvimento de tecnologias eficazes de
controle destas emissbes de gases tém um papel importante (KOPAC, 1999).

Alem de problemas ambientais, a presenca de compostos de enxofre nas fracbes de
petréleo é altamente indesejavel por contribuir para a corrosao do equipamento da refinaria
(DENOME et al, 1993). Estes compostos sao também responsaveis por reduzir o
desempenho dos motores usando tais combustiveis. Além disso, quando presente em
concentragoes superiores a 100 ppm, o SO2 é nocivo ao homem, provocando irritagdes nas
mucosas (SCHMIDT et al, 1973).

Considerando o aumento na utilizacdo dos combustiveis fosseis pelos paises
industrializados, o que constitui um sério problema ambiental e que se agrava devido a
qualidade das reservas do petréleo serem todas ricas neste elemento, estudos estdo sendo
realizados no intuito de reduzir a quantidade de enxofre desses combustiveis e
consequentemente no ambiente (KONISH et al, 1997). O dibenzotiofeno (DBT) é um
composto organosulfurado heterociclico, presente no oleo diesel, e o processo de
dessulfurizacdo deste composto, é considerado como reagdo modelo para os tratamentos
dos combustiveis fésseis (LEE et al, 1995; GROSSMAN et al, 1999).

A hidrodessulfurizacao € o método convencional através do qual os compostos de
enxofre sdo reduzidos. Porém, nesses processos sao requeridas condigdes severas tais
como temperaturas de 300 a 430° C e altas pressdes que podem chegar a 2x107 Pa,
obtendo-se uma perda razoavel da octanagem. Além disso, ha um consumo alto de
hidrogénio e sdo usados catalisadores caros de cobalto e molibdénio (SALEM, 1994).

O novo desafio é usar o processo de biodessulfurizagao para remover seletivamente

estes compostos de enxofre dos combustiveis liquidos, pois os microrganismos podem



Indcio, R.G.S.  Efeito do Dibenzotiofeno - DBT (derivado do petrdleo)...

realizar seus trabalhos em diferentes temperaturas e pressées atmosféricas com custo mais
baixo.

Estudos de biodessulfurizacdo vém sendo desenvolvidos, desde os anos 50, na busca
de microrganismos capazes de utilizar o enxofre presente nos combustiveis; entre estes
microrganismos encontram-se Rhodococcus, Bacillus, Corynebacterium e Arthrobacter, que
agem através de uma via degradativa especifica, onde ocorre a separagdo do atomo de
enxofre do composto de uma forma que nio gera outro composto recalcitrante, e também
sem alterar o combustivel quanto a seu valor carburante. As formas como os
microrganismos utilizam o composto DBT ainda nao esta estabelecida, sabendo-se que a
clivagem das ligacdbes dos compostos pode ser realizada por enzimas, como as
monooxigenases (ALVES et al, 1999). Alguns géneros bacterianos sao capazes de
transformar o dibenzotiofeno, pelo crescimento em sua presenca, através da utilizagdo como
fonte de energia e enxofre. Processos bioldgicos de oxidacdo e reducdo de compostos
sulfurados na biosfera estdo intrinsecamente ligados aos processos de mineralizagcédo e
imobilizacao nos ciclos biogeoquimicos.

Além das bactérias, um grande numero de microrganismos remove o enxofre do DBT
através da via degradativa especifica do hidrogénio, que envolve clivagem das ligagdes
carbono-carbono resultando numa redugao do valor carburante. Portanto, essa condi¢ao de
transformagédo do DBT, explica a importancia do emprego de microrganismos termofilicos
(KONISH et al, 1997; LEE et al, 1995; CASTRO et al, 2000; FURUYA et al, 2003).

Dentre os fungos, os Zygomycetes, devido a sua participagdo nos processos de
biodeterioragao, biodegradacido; bem como seu papel na industria (produgcdo de enzimas,
acidos graxos, antibioticos, conservantes e acidos laticos), apresentam grande importancia
econdémica (DUBE, 1978; TOMBS e BLAKE, 1982; ENDO et al, 1985; CARLILE e
WATKINSON, 1996; HERRERA e ULLOA, 1998; ALEXOPOULOQOS, 1996; VOLESKY e
HOLAN, 1995; KAPOOR e VIRARAGHAVAN, 1995; BAIK et al, 2002; MAHONY et al, 2002).

Na maioria dos trabalhos publicados sobre biodessulfurizagéo, o dibenzotiofeno (DBT)
e outros compostos analogos com substituintes alquilo sdo utilizados quer como fonte de
carbono e energia principal ou secundaria (co-substrato), por serem considerados
representativos dos compostos organosulfurados recalcitrantes presentes nos combustiveis
fésseis (MONTICELLO, 1985). O DBT ¢, no entanto, geralmente designado como composto
modelo. No entanto ha que salientar a existéncia de numerosos estudos efetuados com
outros compostos organicos contendo enxofre (KAYSER et al,1993; EATON e
NITTERAUER, 1994; KROPP et al,1994; CONSTANTI et al, 1996), misturas de DBT com
alcanos (OHSHIRO et al,1995; SETTI et al,1993) e até mesmo com amostras de carvao
(DAHLBERG et al, 1993) ou petréleo (VAN AFFERDEN et al,1993).
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A literatura revela um crescente aumento dos estudos com espécies do género
Cunninghamella devido sua habilidade de metabolizar compostos xenobibticos através da
excrecao de hidrolases. Dessa forma, esses organismos sido estudados em funcéo de sua
potencialidade nos processos de biodegradagcdo e biotransformagcido (BAIJAL e
MEHROTRA, 1980; REDDY et al, 1991; FOSTER et al, 1991; POTHULURI et al, 1992;
CERVANTES et al, 1994; SCHWARTZ et al, 1996; ZHANG et al, 1996a e 1996b;
POTHULURI et al, 1998a e 1998b; AMBROSIO e CAMPOS —TAKAKI, 2004).

O sucesso neste desenvolvimento conduziria a um avango no refino de petroleo.
Entretanto, o sucesso depende do desenvolvimento de um microrganismo com uma
capacidade altamente seletiva de enxofre, porque os atualmente disponiveis, ndo sao
satisfatérios para esta aplicagao.

Neste trabalho, a remogédo de compostos de enxofre € investigada usando o processo
de adaptagdo e avaliagdo da cinética de crescimento, com objetivo de esclarecer o processo
de degradagado de compostos contendo enxofre, derivados do diesel como o dibenzotiofeno

por Rhizopus arrhizus.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral
Investigar o efeito do dibenzotiofeno — DBT (derivado do petrdleo) no crescimento e na

morfologia de Rhizopus arrhizus UCP 402 e na produgao de quitina e quitosana.
1.2.2 Objetivos Especificos

o Realizar a cinética de crescimento de R. arrhizus UCP 402 nos meios de cultivo
contendo diferentes concentragdes de DBT;

o Estudar as caracteristicas morfolégicas de R. arrhizus UCP 402 mediadas pelo
tratamento com DBT;

o Avaliar a influéncia da fonte de carbono associada ao processo de
degradacao/remocgao do DBT por R. arrhizus UCP 402;

o Realizar a cinética de degradagao/remogao do DBT por R. arrhizus UCP 402;

o Avaliar a producdo de biomassa por R. arrhizus UCP 402 e relacionar com a

producao de quitina e de quitosana, mediadas pela cao do DBT;

o Avaliar o consumo dos substratos com a velocidade de produgdao de quitina e
quitosana;
o Utilizar um acompanhamento estatistico para obten¢do dos dados com a

degradacao/remocao do DBT.

11
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 A Problematica

A poluicdo ambiental é caracterizada pela presenca de residuos solidos, liquidos ou
gasosos em quantidade superior a capacidade que 0 meio ambiente possui de absorvé-los
num curto tempo. As diferentes formas de poluicdo afetam a composicdo e o equilibrio da
atmosfera, das aguas, do solo e do subsolo, interferem na cadeia alimentar, alteram os
mecanismos naturais de protecdo do planeta, prejudicam as espécies animais e vegetais
existentes e podem ameacgar sua reprodugao.

O homem tem transformado profundamente a natureza, destruindo espécies animais e
vegetais, cortando montanhas, desviando cursos de rios, drenando pantanos e amontoando
toneladas de detritos no ar, na agua e no solo. A saude e o bem-estar do homem estao
diretamente relacionados com a qualidade do meio ambiente, isto e, com suas condi¢des
fisicas, quimicas e bioldgicas.

A poluicao atmosférica caracteriza-se basicamente pela presenca de gases toxicos e
particulas sélidas no ar e suas principais causas sdo a emissao de residuos por certos tipos
de industrias (siderurgicas, petroquimicas, etc.), a queima de carvao e derivados de petréleo
em usinas, automodveis e sistemas de aquecimento doméstico. O ar poluido penetra nos
pulmbes, ocasionando o surgimento de varias doengas, em especial no aparelho
respiratorio, como bronquite crénica, asma e cancer pulmonar.

A protecdo da atmosfera € uma questdo ambiental que dominara as politicas
comunitarias nos proximos anos e as emissdes de gases provocadas pelo setor dos
transportes tém particular importancia devido sua rapida taxa de crescimento. Nas grandes
cidades, por exemplo, cerca de 40% da poluicdo do ar resultam da queima de gasolina e
6leo diesel pelos veiculos automotores, responsaveis pela emissdao de monodxido e diéxido
de carbono (COx), éxidos de nitrogénio (NOx), diéxido de enxofre (SO?), derivados de
hidrocarbonetos (HC) e chumbo. Crescente atencdo mundial esta sendo direcionada ao
processamento quimico dos combustiveis. Este aumento de interesse esta relacionado a
eficiéncia térmica e aos aspectos ambientais que incluem os poluentes e emissbées de gas
de efeito estufa.

O teor de enxofre nos combustiveis € uma preocupagdo ambiental porque o enxofre é
convertido a SOx durante a combustado, que contribui ndo somente para a chuva acida, mas
também envenena o conversor catalitico no tratamento da emissdo de exaustdo. O teor de
enxofre é expresso geralmente como porcentagem em massa (% m/m) ou partes por milhdo
em massa (ppm m/m) de enxofre total no combustivel, quando existem muitos compostos

diferentes contento enxofre nos combustiveis derivados do petréleo.
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Muitas mudangas vém acontecendo nos paises a respeito dos regulamentos de
enxofre dos combustiveis de transporte. Segundo Song e Ma (2003), o teor de enxofre
maximo no combustivel diesel de rodovia nos Estados Unidos foi reduzido através de
regulamentos, de aproximadamente 2000 — 5000 ppm na década de 80 e para 500 ppm a
partir do dia 01 de outubro de 1993. Na Europa Ocidental, o valor limite Maximo de enxofre
aplicavel a todos os combustiveis liquidos, incluindo o oleo diesel, variou de 3000 ppm em
1989 a 2000 ppm a partir de 01 de outubro de 1994, e mais adiante se reduziu a 500 ppm
em 01 de outubro 1996. O teor de enxofre do diesel no Japao foi reduzido através de
regulamento de 4000 a 2000 ppm em 1993, e mais adiante para 500 ppm em 1997.

Em janeiro de 2001, os Estados Unidos através da Agencia de Protecdo Ambiental
(EPA) anunciou novas regras que exigem uma reducédo de 97% no teor de enxofre do
combustivel diesel de estrada, ou seja, 15 ppm, a partir de junho de 2006. Pelo mesmo
regulamento, o teor Maximo de enxofre na gasolina e de 30 ppm, em media, a partir de 01
de janeiro de 2006 (SONG e MA, 2003). Na Figura 1 pode se observar a evolugdo das
especificagdes do teor de enxofre na gasolina do ano 2000 e a prevista para o ano 2010 na
America do Norte, America Latina, Europa Ocidental, Europa Oriental, Asia, Oriente Médio e
Africa

Em funcdo da constatacédo da grave poluicdo ambiental nos grandes centros urbanos
no inicio da década de oitenta, o Brasil implementou uma politica nacional para controle dos

poluentes atmosféricos originados da queima de combustivel em veiculos automotores.
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Figura 1. Evolugao da especificagdo do teor de enxofre na gasolina do ano 2000 para 2010
(CERUTTI, 2007).

Com o obijetivo de viabilizar um programa nacional, técnica e economicamente viavel,
foi instituido o Programa de Controle da Poluicdo por Veiculos Automotores — PROCONVE
com origem na Resolu¢cdo CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente no. 18/1986.

Este programa veio ao encontro da preocupagdo mundial para o desenvolvimento
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sustentavel, justificando as legislagcdes de emissdes mais restritivas, no que diz respeito a
poluicdo gerada por veiculos e objetivando a melhoria tecnolégica dos mesmos e dos
combustiveis. O PROCONVE tem por objetivo reduzir os niveis de emissdes dos poluentes
em veiculos automotores, alem de promover a evolugao tecnoldgica da industria automotiva.
A partir da Resolugdo do CONAMA no. 18/1986 foram publicadas outras Resolugdes
complementares dentre as quais as Resolugdes no. 08/93 e 315/02, que definiram novos
critérios e metas de reducao de poluentes atmosféricos por veiculos automotores.

A Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Bicombustiveis — ANP, considerando
os futuros limites de emissbGes veiculares estipulados pela Resoluggo CONAMA no.
315/2002 e as disposicdes previstas no PROCONVE, através de consultas publicas, vém
negociando com as partes envolvidas as futuras especificacdbes dos combustiveis
automotivos. A especificagdo atual para a gasolina e de 1000 ppm de enxofre (Portaria ANP
309, 2001) e as proximas especificagdes foram propostas para serem cumpridas em duas
fases: a primeira de 400 ppm na gasolina comum em 2007 e a segunda, de 50 ppm para
2009 (Figura 2). A primeira fase ndo entrou em vigor em 2007, pois novas tecnologias ainda
estdo sendo desenvolvidas e as gasolinas atualmente comercializadas ja atendem a
especificagdo proposta de 400 ppm e a segunda de 50 ppm encontra-se ainda em fase de
discussdao. Com relagao ao diesel, a Resolugdo ANP no. 15, de 17- 7-2006 estabeleceu a
nova especificacdo de enxofre para a comercializacdo do 6leo diesel metropolitano e 6leo
diesel interior de 500 e 2000 ppm, respectivamente, revogando a Portaria ANP no. 310/2001
que estabelecia um limite Maximo de 2000 ppm e 3500 ppm, respectivamente. Ha
indicativos de especificagbes ainda mais rigorosas para o diesel de 50 ppm a partir de 2009
e 10 ppm para 2013 (IV Conferencia Internacional de Emissbes Veiculares da AFEEVAS,
junho de 2005).

2500

2000

ppm

Figura 2. Limites de enxofre para a gasolina comercializada no Brasil.
(CERUTTI, 2007).
O problema da remocédo de enxofre vem se tornando mais serio devido nao somente

ao limite das especificagbes cada vez mais baixo de teor de enxofre nos produtos
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combustiveis, como também pelos teores cada vez mais elevados de enxofre no petrdleo
cru no mundo. O resultado do refino, que por sua vez define o nivel de dessulfurizacao
atingido, depende da qualidade do petréleo processado. O Brasil, sob o controle da
Petrobras, dispde de varios tipos de petrdleos para processamento, utilizando na maioria
das vezes misturas de petroleos com, por exemplo, qualidades aproximadas que vao de 500
ppm de enxofre no tipo Urucu (45,6° API), brasileiro, a 28000 ppm de enxofre no tipo
Bachaquero (11,5° API), importado da Venezuela. De maneira geral, o petréleo brasileiro e
do tipo pesado, com algumas excegdes tais como duas descobertas feitas em 2003, sendo
uma no Espirito Santo (400 APl e 900 ppm de enxofre) e outra em Sergipe (420 APl e 800
ppm de enxofre). Como mais representativos da qualidade nacional citam-se o petréleo
Marlim com 19° APl e 7000 ppm de enxofre e o petréleo Cabiunas, com 25° APl e 5000 ppm
de enxofre, ambos da Bacia de Campos.

Este trabalho tem por enfoque principal investigar o efeito do dibenzotiofeno — DBT
(derivado do petréleo) no crescimento e na morfologia de Rhizopus arrhizus UCP 402, a fim
de gerar novas alternativas de biodessulfurizagdo para atingir as préximas especificagbes

referentes ao teor de enxofre da gasolina automotiva.

1.3.2 Compostos organicos de enxofre

Os compostos organicos de enxofre estdo geralmente presentes em quase todas as
fracbes de destilagdo do 6leo cru. As fragdes de ponto de ebulicdo mais elevado contem
relativamente mais enxofre e estes compostos sdo de massa molar mais elevada.

De acordo com Song e Ma (2003), existem trés tipos principais de combustiveis de
transporte: a gasolina, o 6leo diesel e o querosene de aviagdo, que tem diferentes
composicdes e propriedades. Os tipos comuns de compostos de enxofre nos combustiveis

liquidos estao listados a seguir:

a. Gama da Gasolina: nafta, nafta de craqueamento catalitico (FCC), produtos alquilados,

reformados e isomerizados,

= mercaptanas; sulfetos e dissulfetos;
= tiofeno e seus derivados alquilados;
] benzotiofeno.

b. Gama do querosene de aviacao: nafta pesada, destilados médios,
= benzotiofeno e seus derivados alquilados.

c. Gama do Diesel: destilados médios, 6leo leve de reciclo (LCO),

= benzotiofenos alquilados;

= dibenzotiofeno e seus derivados alquilados.
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Na Tabela (1), sdo apresentadas as estruturas moleculares de alguns dos compostos
organicos de enxofre de interesse, que sao mercaptanas, sulfetos, dissulfetos, tiofeno (T),
benzotiofeno (BT), e dibenzotiofeno (DBT). Naturalmente, para a ultra dessulfurizacao das
correntes na refinaria, os compostos de enxofre organicos polinucleados sdo também de

interesse.

Tabela 1. Estrutura molecular de alguns compostos organicos de enxofre. (CERUTTI, 2007).

Compostos organicos de enxofre

= NMlercaptanas = Tiofeno
R—S-—H U
S
= Sulfetos = Benzotiofeno
R! — S R2 @U
S
= Dissulfetos = Dibenzotiofeno

s

1.3.3 Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs)

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ocorrem em uma série de produtos
ambientais como fuligem, carvao, piche, fumaca de cigarro, petréleo, e éleo para corte. Sao
freqlientemente encontrados como produtos da combustdo incompleta. A produgao
comercial de PAHs ndo é uma fonte significativa desses compostos no meio ambiente. No
entanto, alguns dos PAHs - acenafteno, acenaftileno, e antraceno - sdo produzidos
comercialmente (ATSDR, 1997).

Nao ha uso conhecido para o acenaftileno, benz[a]antraceno, benzo[a]fluoranteno,
benzole]pireno, benzolj]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno,
benzol[a]pireno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno, indeno[1,2,3-c,d]pireno, ou pireno exceto
como compostos de pesquisa.

O antraceno é usado como intermediario na produgao de pigmentos, na fabricagdo de
fibras sintéticas, e como diluente para preservante de madeira. Também é usado em

cortinas de fumaga, como cristais de monitoramento de radiacdo, e em pesquisa de
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semicondutores organicos. O antraceno é usado para sintetizar o agente quimioterapéutico,
Amsacrina. O acenaftaleno é usado como pigmento intermediario na fabricagdo de produtos
farmacéuticos e de plasticos, e como inseticida e fungicida. O fluoreno é usado como
intermediario quimico em muitos processos quimicos, na formagdo de poliradicais para
resinas, e na fabricacdo de pigmentos. O fenantreno é usado na fabricagcao de tintas e
explosivos e em pesquisas na area biolégica. O fluoranteno é usado como material de
revestimento para proteger o interior do ago, e em tubulagdes maleaveis de ferro para agua
potavel e reservatérios (ATSDR, 1997).

Os principais produtos fabricados a partir do naftaleno sao repelentes de tracas, na
forma de bolinhas de naftalina ou cristais, e sachés perfumados para sanitarios. Também é
usado na fabricacdo de tinturas, resinas, agentes de curticdo de couro, e do inseticida
carbaril (ATSDR, 1997). Os derivados alquil mais simples do naftaleno, 1-metilnaftaleno e 2-
metilnaftaleno sdo usados para a fabricacdo de outros compostos, como pigmentos, resinas,
e a vitamina K para o 2-metilnaftaleno. Junto com o naftaleno, estes PAHs estao presentes
na fumaga do cigarro, na fumaga de madeira, no piche, e no asfalto, e em alguns locais que
contém residuos perigosos (ATSDR, 1997).

Os PAHs causam danos a saude humana. Individuos expostos a misturas de PAHs e
outros compostos através da respiragdo e do contato na pele, durante longos periodos de
tempo, podem desenvolver cancer (ATSDR, 1997). Muitos dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos carcinogénicos sdo derivados de um esqueleto de benz[a]antraceno angular. O
antraceno, em si, ndo é carcinogénico, mas o benz[alJantraceno aparenta ter
carcinogenicidade, ainda que baixa. A adicdo de outro anel de benzeno em determinadas
posicoes resulta em agentes com forte carcinogenicidade, como o dibenz[a,h]antraceno ou o
benzo[a]pireno. Além disso, a substituicdo de grupos do metil em carbonos especificos do
anel também aumenta a carcinogenicidade. Portanto, o 7,12-dimetilbenz[alantraceno
(DMBA) é um dos carcinégenos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sintéticos mais
poderosos conhecidos (WILLIAMS, 1986). Estudos em animais de laboratério demonstraram
a capacidade do  benz[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzolj]fluoranteno,
benzol[a]pireno, criseno, dibenzo[a,h,]antraceno, e indeno[1,2,3-c,d] pireno induzir tumores
de pele (isto é, sdo carcinbgenos completos) apds exposicdo dérmica intermediaria. O
antraceno, fluoranteno, fluoreno, fenantreno e pireno ndo agem como carcinégenos
completos (ATSDR, 1997).

A exposicao pré- e pos-natal a PAHs poderia produzir efeitos adversos na reprodugao
e no desenvolvimento em fetos humanos. A maioria dos PAHs e seus metabdlitos
atravessam a placenta devido a sua solubilidade em lipideos (ATSDR, 1997).

A exposigcao a uma grande quantidade de naftaleno pode danificar ou destruir algumas

células vermelhas do sangue humano. Pessoas, especialmente criancas, desenvolveram
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esse problema apéds ingerir bolinhas de naftalina ou sachés perfumados contendo naftaleno.
Anemia também ocorreu em criangas usando fraldas armazenadas com bolinhas de
naftalina. (ATSDR, 1997).

1.3.4 O Dibenzotiofeno (DBT)

O dibenzotiofeno (DBT) € um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA’s) contendo
enxofre em substituicido de um atomo de carbono na estrutura principal da molécula, como
se pode observar na Figura 3. Os HPA'’s sulfurados (HPAS’s) sdo formados no curso de
algumas reagdes geoldgicas, incluindo fossilizacdo de plantas ou da atividade antropogénica
em relagdo as industrias de petréleo, producao de gas, preservacao de madeira, fumacga de
cigarro, exaustdo de automoveis entre outros (CARLSSON e OSTMAN, 1997; TRINDADE,
2005). Por suas caracteristicas quimicas (polaridade e basicidade) é considerada substancia
indesejavel no nivel de refino do petrdleo e é definido como potencial poluente ambiental,
por ter mostrado atividade carcinogénica e mutagénica nos seres vivos (ALVES e
MESQUITA, 1999; PEREIRA et al, 2000).

o

=

Figura 3. Estrutura quimica do dibenzotiofeno.

As substancias contendo enxofre representam uma fracdo importante dos
combustiveis fosseis, sendo o dibenzotiofeno e seus derivados os maiores representantes
(CARDOSO, 2004; PEREIRA et al, 2000). Estas estdo amplamente distribuidas no
petroleo e em rochas-mae e sao importantes marcadores de maturidade
(CHAKHMAKHCHEV e SUZUKI, 1995).

A presencga de nitrogénio e de enxofre no petréleo e em seus derivados combustiveis é
indesejavel pela liberacdo dos respectivos 6xidos durante sua combustdo (NOx e SO,).
Estes Oxidos sdo considerados principais poluentes atmosféricos, estritamente
regulamentados por serem responsaveis pelas chuvas acidas e efeito estufa. Atualmente,
uma das estratégias para diminuir os niveis de emissdo de NOx e SO, consiste na remogao
do nitrogénio e enxofre do carvao, petrdleo e derivados antes da sua combustdo. Processos
biolégicos tém sido aplicados com sucesso na remog¢ao do nitrogénio, mas no caso do

enxofre, a remocao tem sido muito mais complicada, devido a sua dificil biodegradabilidade
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em meios anaerobicos, pelo que, geralmente os hidrocarbonetos contendo enxofre sao
denominados de recalcitrantes (CLEGG et al, 1998; LEITE et al, 2005). Técnicas de
dessulfurizacdo deste enxofre ligado covalentemente estdo sendo aplicadas em escala
piloto, onde o dibenzotiofeno (DBT) é a substancia-modelo utilizada para avaliar a eficiéncia
desses processos (DORBON et al, 1984).

Adicionalmente, a presenga de substancias nitrogenadas e sulfuradas na gasolina e no
Oleo diesel leva a corrosdo de partes do motor, promove a formacdo de gomas, afeta a
estabilidade da coloragéo e do odor destes produtos (CARDOSO, 2004). Os derivados de
enxofre sdo também responsaveis pela queda da octanagem da gasolina.

O conhecimento dos tipos e niveis de concentragdo das substancias nitrogenadas e
sulfuradas nos produtos derivados do petroleo se faz claramente necessario do ponto de
vista econdmico e ambiental dado a necessidade de aperfeicoar os métodos para sua
remocao e de classificagcdo de matérias primas e derivados em fungcéo da quantidade e tipos
de componentes menores e traco (VO-DINH et al, 1998). A combustdo incompleta de
material de origem organico natural ou por atividades humanas fazem que estes poluentes
estejam amplamente presentes nos compartimentos ambientais (agua, ar, solo, sedimento e
biota) pelo que sua detecgdo pode indicar o tipo e o grau de impacto ambiental
(TRINDADE, 2005).

O monitoramento ambiental pode ser feito no meio ambiente (meio receptor) ou no
agente poluidor (no caso, petroleo e seus derivados). O monitoramento ambiental permite
verificar as alteragbes no meio ambiente, quantificar as mudancgas ocorridas e identificar os
agentes impactantes. No caso do agente poluidor, devem estar estabelecidos os padrdes de
referéncia (ou de aceitabilidade) por meio das regulamentacdes oficiais ou dos padroes
definidos pelas licengas ambientais (TRINDADE, 2005). Isso exige técnicas e estratégias
analiticas adequadas para a aplicagdo em cada tipo de amostra e para as substancias-
problema em questao.

A identificacdo e quantificacdo dos HPA's e seus semelhantes sulfurados e
nitrogenados é rotineiramente realizada por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com deteccdo UV-visivel, fluorimétrica ou amperométrica ou ainda por cromatografia
gasosa e cromatografia a gas (GC) acoplada espectrometria de massas (GC MS) (BISHOP,
1997). Cardoso (2004) fez a determinagao direta de HPAS'’s em petréleo e derivados na
fragdo aromatica apos o clean-up utilizando os sistemas de GC com detecgao fotométrica de
emissdo em chama e GC-MS. Dorbon et al (1984) estudaram do ponto de vista geoquimico
a distribuicdo de derivados do carbazol em amostras de petréleo, as quais foram
caracterizadas por GC com deteccao fotométrica de emissdo em chama e detector seletivo

de nitrogénio—fésforo, apds serem realizadas sucessivas etapas de extracdo. Carlsson et al
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(1997) desenvolveram um método para caracterizagdo e classificagdo de acridinas e
carbazois usando HPLC para o isolamento, GC-MS para identificacdo e GC com detecgao
seletiva de nitrogénio-fosforo para quantificacao dessas espécies.

Devido os baixos niveis de concentragdo destas substancias no meio ambiente, muita
dessas técnicas analiticas nomeadas acima para a determinacdo de HPA’s incluem
necessarias etapas de pré-concentragdo. A complexidade e o custo da instrumentagéo e do
material usado no seu consumo rotineiro de operacéo justicam a busca de metodologias
analiticas alternativas para a determinagdo dos mesmos.

A fosforimetria na temperatura ambiente tem sido utilizada no desenvolvimento de
metodologias analiticas para a determinagao direta de alguns HPA’s minimizando o uso de
etapas prévias de separacdo do analito da matriz. Isto se baseia na seletividade na indugao
de fosforescéncia desses HPA’s usando condigdes experimentais cuidadosamente
otimizadas no sentido do aumento da seletividade da emiss&do luminescente. No entanto, a
aplicacéo das técnicas fosforimétricas em quimica analitica estava principalmente orientada
para o uso de substratos rigidos, que facilitam a observagao da fosforescéncia.

A maioria dos trabalhos com as técnicas fosforimétricas para HPA's reportada até
1994 foram todos desenvolvidos a 77 K, em substratos solidos (papel de filtro, silica gel,
alumina, asbestos, e fibra de vidro) ou em meio organizado por micelas de detergente
(SEGURA-CARRETERO et al, 1997; HURTUBISE, 1981). Mesmo assim, sdo poucas
as referéncias que indicam estudos voltados para o carbazol (CBZ) e para o DBT.

Skrilec et al (1981) reportaram o primeiro estudo de FTA do carbazol e seus derivados
em meio micelar. Eles acharam que o fator mais importante na inducdo da FTA, na
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS), foi a solubilidade relativa das distintas espécies,
aparentemente influenciada pela polaridade do substituinte, e a eficiéncia da micela de
promover o acoplamento spin-orbital entre o atomo pesado e o carbazol. Femia e
colaboradores (1984) caracterizaram onze HPA’s, entre eles o DBT, a partir de padrbes
sintéticos usando FTA de varredura sincronizada induzida por micelas de SDS e mostraram
a possibilidade de usar esta técnica na identificagdo de uma substancia especifica em
amostras com multicomponentes.

Mallik et al (1985) estudaram o efeito do 4tomo pesado na emissao fosforescente do
CBZ em n-hexano e metilcicloexano na presenca dos acidos cloroacético e bromoacético a
300 K e a 77 K. Boutilier e Winefordner (1979) caracterizaram o CBZ e outras dez moléculas
organicas fosforimetricamente, na temperatura do nitrogénio liquido, usando pela primeira
vez, como fonte de excitagdo, o laser pulsado de N, obtendo resultados satisfatorios.
Scypinski e colaboradores (1984) avaliaram a seletividade da técnica FTA induzida por
ciclodextrinas a partir da determinagdo de fluoreno na presenga de varias substancias

aromaticas, entre elas CBZ e DBT.
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O’Reilly e Winefordner (1980) usaram o CBZ como modelo na avaliagdo da influéncia
de particulas de magnetita incorporadas em vesiculas de dihexadecilfosfato (DHP) sobre as
propriedades luminescentes de diferentes moléculas. O estudo foi feito na presenca e
auséncia de magnetita e nestas condigdes encontraram menores limites de deteccédo e
melhor precisdo nos casos onde a magnetita estava ausente. Segura-Carretero et al (2000)
demonstraram a aplicabilidade, em quimica analitica, da técnica FTA induzida por atomo

pesado em meio aquoso para diferentes HPA'’s, entre eles o CBZ.

1.3.5 Vias Metabdlicas Degradativas do DBT

Em 1973 Kodama e seus colaboradores, estudando duas espécies de Pseudomonas
spp. constataram que o DBT era parcialmente degradado através de sucessivas oxidagoes
por um mecanismo semelhante ao da degradacao do naftaleno (DENOME et al, 1993) (Fig.
4-A). A dihidroxilagcdo de um dos anéis aromaticos do DBT conduz a destruicdo desse anel,
obtendo-se como produto final o 3- hidroxi-2-formilo-benzotiofeno no qual persiste o nucleo
tiofénico. Esta é a via utilizada pela maioria das bactérias estudadas que atacam o DBT
(KILBANE e JACKOWSKY, 1992). Na via de Kodama, o ataque ao anel benzénico ocorre
nas posicoes 2 e 3 do DBT (GALLAGHER et al, 1993). Como geralmente os compostos
analogos ao DBT presentes nos combustiveis fosseis, tém substituintes alquilo ou arilo
nessas posigdes, esses compostos ndo poderdo ser degradados por esta via. Por outro
lado, o produto final da degradacdo parcial do DBT ainda contém o atomo de enxofre,
apresentando niveis de toxicidade bioldégica semelhantes ao substrato inicial (GALLAGHER
et al, 1993).
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Figura 4. Vias degradativas do dibenzotiofeno. A — Via de Kodama; o atomo de enxofre ndo
€ removido, havendo ruptura de ligagbes C-C. B — Via de Van Afferden; o enxofre é

removido na forma de iad sulfito ocorrendo ruptura da estrutura carbonada.
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Em 1990 Van Afferden propde uma via metabdlica diferente em Brevibacterium sp., na
qual o DBT é convertido, em quantidades estequiométricas, a benzoato e sulfito que por sua
vez é oxidado a sulfato, por oxidagao abiotica (Fig. 4-B) (VAN AFFERDEN et al, 1990).

O benzoato é, por sua vez, totalmente mineralizado a CO, e H,O. Deste modo, o DBT
€ usado como nutriente pela bactéria no papel duplo de fonte de carbono e enxofre. Esta via
de degradagdo do DBT ndo tem grande interesse em termos de processos de
biodessulfurizacdo de combustiveis fésseis, ja que a mineralizagcdo completa da estrutura
carbonada implicara necessariamente uma diminuicdo na energia quimica potencial dos
combustiveis. Porém, as bactérias utilizadoras desta via metabdlica s&o potencialmente
Uteis na formulagédo de inéculos microbianos mistos para processos de biorremediacido de
hidrocarbonetos poliaromaticos contendo enxofre libertados no ambiente.

Uma terceira via metabdlica descrita é a via sulféxido-sulfonasulfonato-sulfato,
normalmente denominada “4S”. Trata-se de uma via especifica para a remog¢ao do atomo de
enxofre presente no DBT em que o grupo tiofénico sofre um ataque oxidativo progressivo.
Atualmente sabe-se, a partir de estudos em Rhodococcus sp. IGTS8, que esta via envolve
um sistema multienzimatico com trés atividades diferentes (Figura 5) (GRAY et al, 1996). A
primeira enzima € uma monoxigenase do DBT, que oxida o DBT a 5,5’-di6xido de DBT em
dois passos; a segunda enzima é igualmente uma monoxigenase que converte o 5,5-
dioxido de DBT a 2'- hidroxibifenilo-2-sulfinato e finalmente uma liase que catalisa a quebra
da ligacdo C-S transformando o 2’-hidroxibifenilo-2-sulfinato em dois produtos finais, 2-
hidroxibifenilo (HBP) e sulfato.
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Figura 5. Via “4S”; o enxofre é removido na forma de sulfito, permanecendo intacta a

VIA ASSIMILATORIA DO ENXOFRE

estrutura carbonada.

As duas primeiras enzimas da via requerem oxigénio molecular, NADH e FMN como
cofatores. Uma terceira enzima foi recentemente descrita em Rhodococcus sp., uma
redutase de FMN enddgena responsavel pelo fornecimento da flavina reduzida as
monooxigenases (GRAY et al, 1996). Este novo sistema multienzimatico pressupde a
existéncia de monoxigenases que utilizem flavina livre como substrato e a conseqlente

existéncia de um complexo enzimatico entre as oxigenases e a redutase de flavina. Os
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microrganismos que utilizam esta via para metabolizar o DBT conseguem assim que o
atomo potencialmente téxico seja retirado do composto tiofénico, sob a forma de um
composto tratavel (sulfato) apenas com uma ligeira perda do seu valor energético (WANG e
KRAWIEC, 1994). Deste modo, as estirpes utilizadoras da via “4S” poderao constituir uma
“ferramenta” bioldgica fundamental no tratamento em larga escala dos combustiveis fésseis,
caso se consigam obter biocatalisadores de elevada estabilidade em ambiente industrial
(WANG e KRAWIEC, 1994).

1.3.6 Classificagao das Tecnologias de Dessulfurizagao

Nao existe uma convencgao universal para classificar os processos de dessulfurizacao.
Segundo Babich e Moulijn (2003) os processos podem ser classificados pelo destino dos
compostos organicos de enxofre durante a dessulfurizacao (1), pela fungdo do hidrogénio
(2), ou pela natureza do processo usado (quimico e/ou fisico) (3).

Baseados no método em que os compostos organicos de enxofre sao transformados
(1), os processos podem ser divididos em trés grupos dependendo se os compostos de
enxofre sdo decompostos, separados da corrente da refinaria sem decomposicdo, ou
separados e decompostos (Figura 6). Quando os compostos orgénicos de enxofre sao
decompostos, os produtos de enxofre soélidos ou gasosos sdao formados e parte do
hidrocarboneto e recuperada e permanece nas correntes da refinaria. A
hidrodessulfurizagcao (HDS) convencional e o exemplo mais tipico deste tipo de processo.

Em outros processos, os compostos organicos de enxofre sdo simplesmente
separados das correntes da refinaria. Alguns processos deste tipo transformam
primeiramente os compostos organicos de enxofre em outros compostos que sdo mais
faceis de separar das correntes da refinaria. Quando as correntes sdo dessulfurizadas por
separacdo, algum produto desejado pode ser perdido e a eliminagdo das moléculas
organicas de enxofre retidas e ainda um problema. No terceiro tipo de processo, os
compostos organicos de enxofre sdo separados das correntes e decompostos
simultaneamente em uma uUnica unidade do reator ou em uma serie de equipamentos de
reacdo e separagao. Estes processos combinados, que fornecem a base para muitas
tecnologias atualmente, possuem grande aplicagdo industrial, que podem produzir
combustiveis com teores ultra-baixos de enxofre. A dessulfurizacao por destilacdo catalitica

e um exemplo deste tipo de processo.
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Figura 6. Classificacdo dos processos de dessulfurizagao baseada na transformacgao dos

compostos organicos de enxofre. Babich e Moulijn (2003).

Os processos de dessulfurizacao podem também ser classificados em dois grupos,
baseados em HDS e baseados em nao-HDS, dependendo da fungdo do hidrogénio na
remog¢ao do enxofre (2). Nos processos baseados em HDS, o hidrogénio e usado para
decompor os compostos organicos de enxofre e eliminar o enxofre das correntes da refinaria
enquanto que os processos baseados em ndo - HDS ndo requerem hidrogénio. Os
processos baseados em HDS sdo o HDS convencional e o HDS avancado, e 0s processos
baseados em nao-HDS sdo o deslocamento do ponto de ebulicdo por alquilagdo, a
dessulfurizacao via extragdo, a dessulfurizacao por precipitagdo, a dessulfurizacao por
oxidacao seletiva e a dessulfurizacao por adsorcao em solidos adsorventes.

Finalmente, os processos de dessulfurizacao podem ser classificados baseados na
natureza do processo fisico-quimico chave usado para a remog¢ao do enxofre (3) (Figura 7).
As tecnologias mais desenvolvidas e comercializadas sdo aquelas que convertem
cataliticamente compostos organicos de enxofre com eliminagcao de enxofre. Tais
tecnologias cataliticas de conversdo incluem o hidrotratamento convencional, o
hidrotratamento com catalisadores avangados e/ou projeto do reator, e uma combinac¢ao do
hidrotratamento com alguns processos quimicos adicionais para manter as especificagcoes
do combustivel. A caracteristica principal das tecnologias da direita na Figura 7 é a
aplicagcdo de processos fisico-quimicos diferentes da natureza do HDS catalitico para
separar e/ou transformar compostos organicos de enxofre das correntes da refinaria. Tais
tecnologias incluem como um passo chave a destilagdo, alquilagdo, oxidacdo, extracao,

adsor¢do ou uma combinagao destes processos (BABICH e MOULIJN, 2003).
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Figura 7. Tecnologias de dessulfurizagao classificadas pela natureza do processo chave

para remover enxofre. Babich e Moulijn (2003).

1.3.7 Biodessulfurizagao: bactérias que removem o enxofre dos combustiveis fésseis

Os estudos de biodessulfurizacao tiveram inicio nas décadas de 50 e 60, no entanto
sem resultados significativos. Sé na ultima década é que esta area sofreu desenvolvimentos
significativos. Foram selecionadas bactérias com a capacidade de utilizar o enxofre presente
em hidrocarbonetos poliaromaticos pertencentes a diferentes géneros. Brevibacterium sp.
(VAN AFFERDEN et al, 1990), Corynebacterium sp. (OMORI et al, 1992), Rhodococcus sp.
(IZUMI et al, 1994), Sulfolobus sp. (KARGI, 1987), Pseudomonas sp. (DE FATIMA et al,
1996), Agrobacterium sp. (CONSTANTI, 1994), Arthrobacter sp. (LEE et al, 1995),
Acinetobacter sp. (MALIK, 1978), Rhizobium sp. (MALIK, 1978), Desulfovibrio sp. (KIM et al,
1990), Gordona sp. (RHEE et al, 1998), Beijerinckia sp. (LABORDE e GIBSON, 1977),
Xanthomonas sp. (CONSTANTI, 1994) e Bacillus sp. (ALVES et al, em preparagao).

Na maioria dos trabalhos publicados sobre biodessulfurizagéo, o dibenzotiofeno (DBT)
e outros compostos analogos com substituintes alquilo sdo utilizados quer como fonte de
carbono e energia principal ou secundaria (co-substrato), por serem considerados
representativos dos composto organosulfurados recalcitrantes presentes nos combustiveis
fésseis (MONTICELLO, 1985). O DBT ¢, no entanto, geralmente designado como composto
modelo. No entanto ha que salientar a existéncia de numerosos estudos efetuados com
outros compostos orgénicos contendo enxofre (KAYSER et al,1993; EATON e
NITTERAUER, 1994; KROPP et al, 1994; CONSTANTI et al, 1996), misturas de DBT com
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alcanos (OHSHIRO et al, 1995; SETTI et al, 1993) e até mesmo com amostras de carvéao
(DAHLBERG et al, 1993) ou petréleo (VAN AFFERDEN et al, 1993).

O petréleo e o carvao sao substratos complexos e o fato de um microrganismo ser
capaz de metabolizar o DBT em condi¢des laboratoriais ndo implica necessariamente que
consiga remover o enxofre organico presente nesses combustiveis fésseis. Ha que ter em
conta, por um lado, o problema da acessibilidade dos microrganismos aos compostos que
contém enxofre, e por outro, mesmo que essa acessibilidade exista, a existéncia de
impedimentos estéricos associados a estrutura desses mesmos compostos, que dificultam a
atuacao dos sistemas enzimaticos microbianos. Alternativamente ao uso de células intactas,
a utilizacdo de enzimas livres ou imobilizadas tem sido objeto de patentes para aplicagédo em
processos de biodessulfurizagdo (KILBANE et al, 1994, KERN et al, 1989).

1.3.8 Fungos

Os fungos sdo microrganismos unicelulares ou multicelulares formados por células
eucaridticas. A parede celular é rica em quitina, galactose e manana, podendo também
apresentar celulose (B-1,4-glucana), caso dos Oomycota. De modo geral, os fungos sao
microrganismos aerobios, entretanto alguns estao envolvidos diretamente nos processos
fermentativos. As formas unicelulares podem formar estruturas alongadas, em condigdes
especiais, denominadas de pseudo-hifas. As formas filamentosas, consideradas as mais
numerosas, apresentam-se como células tubulares, denominadas de hifas, sendo o conjunto
de hifas denominado de micélio. O micélio geralmente é bem desenvolvido, cenocitico, com
septos ocorrendo de modo esparso, principalmente com o envelhecimento da colénia
(TRUFEM, 2000). As hifas podem ser continuas, simples ou ramificadas, sendo também nao
septadas (cenociticas), ou septadas (apociticas) (BARTINICK-GARCIA, 1994;
NASCIMENTO, 2006).

Atualmente, foram descritas aproximadamente 70,000 espécies de fungos; porém,
algumas estimativas sugerem que existam 1.5 milhées de espécies. As mais recentes
classificagcbes taxondmicas dos fungos verdadeiros incluem os Filos Ascomycota,
Zygomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e fungos mitospoéricos (HAWKSWORTH et al.,
1995). A moderna classificagdo taxonémica para fungos tem como base a introdugéo de
técnicas envolvendo a biologia molecular, tais como a analise de proteinas, carboidratos,
sonda de DNA, caracterizagdo molecular e analises gendmicas. Muitas modificagdes tém
sido introduzidas no sistema de identificagdo dos fungos, causando conflitos entre os
micdlogos e os fitopatologistas, uma vez que trabalham com diferentes especificidades
(NASCIMENTO, 2006).
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1.3.9 Zygomycetes

Os Zygomycetes constituem grupo de fungos saprébios por exceléncia em matéria
organica em decomposicdo, bem como fezes de herbivoros, sendo conhecidas espécies
coprofilas obrigatérias e facultativas. Alguns poucos géneros sao reconhecidos como
apresentando espécies parasitas de plantas superiores, outros atacam gréos, legumes e
frutos estocados. Ha casos relatados de micoses profundas (sistema nervoso central,
pulmdes, globo ocular) em pessoas imunodeprimidas por tratamentos quimioterapicos ou
em portadores do virus HIV. Ha ainda um grupo micorrizico, representados pela Ordem
Glomales, simbiotroficos obrigatérios e mutualistas com plantas que os hospedam
(ALEXOPOULOS et al. 1996; TRUFEM, 2000).

Os Zygomycetes estdo representados por seis ordens, Mucorales, Glomales,
Entomophthorales, Kickexellales, Endogonales e Dimargaritales, das quais as duas
primeiras sdo mais conhecidas, quer em fungcdo do numero de representantes, em funcéo
do nicho ecoldgico ocupado ou das técnicas de isolamento desenvolvidas para seu estudo.
A Ordem Mucorales abriga individuos geralmente saprébios ou parasitos fracos, e a ordem
Glomales caracteriza-se pelos representantes obrigatoriamente simbiotréficos mutualistas
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

Mucorales é a ordem com maior numero de representantes (299 espécies),
(HAWKSWORTH et al., 1995), sendo também conhecidos como fungos do agucar, uma vez
que sua capacidade de degradacao limita-se as moléculas de estrutura mais simples, como
glicose e sacarose. Assim, seus representantes sao os primeiros fungos a colonizar um
substrato, crescendo rapida e exuberantemente, com micélio denso e conspicuo, chegando
a atingir 2-3 cm de altura. Consumidos os agucares primarios, cedem lugar na sucessao aos
fungos com bagagem enzimatica mais complexa, ndo sem antes deixar sobre o substrato e
adjacéncias seus milhdes e bilhdes de esporos (HESSELTINE e ELLIS, 1973). A Ordem
Mucorales abriga 13 familias: Chaetocladiaceae (dois géneros, sete espécies),
Choanephoraceae (trés géneros, cinco espécies), Cunninghamellaceae (um género,
Cunninghamella, sete espécies), Gilbertellaceae (um género monoespecifico),
Mortierellaceae (sete géneros, cento e seis espécies, sendo que o género Mortierella abriga
cerca de noventa espécies), Mucoraceae (vinte géneros, cento e vinte e duas espécies,
sendo os principais géneros Absidia, Circinella, Mucor, Rhizopus, Zygorhynchus),
Mycothyphaceae (dois géneros, seis espécies), Phycomycetaceae (um género,
Phycomyces, com trés espécies), Pilobolaceae (trés géneros, treze espécies, sendo
Pilobolus o mais conhecido), Radiomycetaceae (dois géneros, quatro espécies),
Sakseneaceae (um género monoespecifico), Syncephalastraceae (um género,

Syncephalastrum, com duas espécies) e Thamnidiaceae (doze géneros, vinte e duas
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espécies, sendo mais conhecidos o0s géneros Thamnidium e Thamnostylum),
(HAWKSWORTH et al., 1995).

1.3.10 Rhizopus arrhizus

Rhizopus sado fungos filamentosos, cosmopolitas, sendo encontrados no solo ou
decompondo frutas, legumes, fezes de animais e alimentos. Algumas espécies deste género
sdo contaminantes comuns, também s3o ocasionais causadores de sérias, e
frequentemente fatais, infeccbes em humanos. Algumas espécies sao consideradas
fitopatogénicas (TRUFEM, 2000).

No género Rhizopus séo descritas varias espécies, sendo as mais comuns Rhizopus
arrhizus, Rhizopus azygosporus, Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae e Rhizopus
stolonifer. Algumas caracteristicas morfologicas, como o comprimento dos rizoides e
esporangioforos, o didmetro dos esporangios, a forma da columela, o tamanho, a forma e a
textura dos esporangiosporos auxiliam na diferenciacdo das espécies do género. A
temperatura de crescimento é variavel entre as espécies (ALEXOPOULQOS et al., 1996).

A morfologia do género Rhizopus é realizada em relagdo ao crescimento rapido
(quatro dias), a textura da colbnia, a coloragao inicialmente branca, passando para cinza
com a idade, hifas nao septadas (cenociticas) e estruturas de reprodugao, como esporangio,

esporangiosporos e os esporos (NASCIMENTO, 2006).

1.3.11 Aplicagoes biotecnologicas do Rhizopus arrhizus

Estudos realizados por Pochanavanich e Suntornsuk (2002), descrevem a
significativa producao de quitosana por R. arrhizus evidenciando o potencial biotecnolégico
desse fungo, na produgao desse biopolimero, ao comparar com os resultados obtidos por
fungos das espécies Aspergillus niger, Zygosacharomyces rouxii € Candida albicans.

Rhizopus arrhizus é um importante microrganismo que ao metabolizar carboidrato,
produz acido lactico. Varios subprodutos tais como acido malico, acido fumarico, acido
férmico, acido propidnico e etanol, podem ser produzidos simultaneamente dentro da
fermentacéo lactica. (SKORY et al., 1998; ZHANG et al., 2006). Entre estes subprodutos, o
acido fumarico e o etanol sdo os dois principais (LONGACRE et al., 1997; JIN et al., 2003).
Estes subprodutos podem afetar, significativamente, o rendimento do acido lactico. Como o
carbono e os demais nutrientes podem competir durante o metabolismo do microrganismo
para a sintese desses compostos, a presenca dos subprodutos pode afetar a qualidade do
acido lactico produzido (ZHANG et al., 2006). Estudos realizados por Magnuson e Lasure

(2004) sugerem que a redugdo na produgado dos subprodutos que interferem na qualidade
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do acido lactico € um passo importante no processo de fermentagao lactica promovida por
este microrganismo, evitando, dessa maneira, os custos elevados nos processos de
separacgao e purificagdo do acido produzido.

Outra aplicacao biotecnoldgica dos fungos ocorre nos processos de biorremediagao,
onde estes microrganismos s&o bastante utilizados na biorremogédo de metais pesados,
tanto na forma ativa, como na forma inativa (TZESOS e VOLESKY, 1982). Cervantes et al.,
(2001), analisando a interagdo do Cromo com microrganismos e plantas, afirmam que os
fungos, especialmente o R. arrhizus, apresentam consideravel compatibilidade com este
metal, revelando potencial biosortivo. Rosche et al. (2001), testando o potencial de
bioconversdo do benzaldeido em fenilacetilcarbinol, substancia precursora de efedrina e
pseudo-efredina, relatam significativos resultados de crescimento micelial e de conversao da
substancia estudada por R. arrhizus. A aplicacdo de técnicas biotecnoldégicas tem sido
utilizada como um meio de biodegradacéo de residuos organicos no meio ambiente. Estas
técnicas, inovadoras, contribuem como uma alternativa para solugcdo de tratamento de
rejeitos sélidos produzidos pela acdo do homem na natureza. Zhang et al. (2006), avaliando
a importancia da fonte de nitrogénio em diferentes meios de cultivo, para a producéo de
biomassa e eficiéncia na producdo de acido lactico, afirma que o R. arrhizus apresenta

condigbes satisfatorias na bioconversao de residuos sélidos utilizados no experimento

1.3.12 Quitina e Quitosana: consideragoes gerais

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza. E sintetizado,
principalmente, por fungos, nematdédeos e artrépodes. Alguns pesquisadores consideram a
quitina como um derivado da celulose porque ambas partem de uma estrutura molecular
semelhante (MERZENDORFER, 2005). A celulose diferencia-se da quitina por apresentar
um radical que contém uma hidroxila no carbono da posi¢cdo dois da cadeia monomérica,
enquanto que na quitina, neste carbono, ocorre a presencga do radical acetamida. A quitina
e a celulose possuem fungdes semelhantes. Os dois polimeros servem, principalmente,
como componentes estruturais do arcabougo celular. A quitina esta presente na parede
celular dos fungos (SYNOWIECKY e AL-KHATEEB, 1997) e nas células do exoesqueleto
dos artrépodes, conferindo assim o carater de rigidez a estas estruturas. A celulose
desempenha papel semelhante nas células dos vegetais (LEHNINGER et al., 1995;
ALEXOPOQULOS et al., 1996; DALLAN, 2005).

A quitina € um polimero linear composto por (poli-(1-4)-2-acetamida-2desoxi--D-
Glucana) (SANO et al., 1991; SHEPHERD et al., 1997), que, de forma espontanea, se une
em microfibrilas de diametros e comprimento variados apds a sintese do polimero, sendo

transportadas para o espaco extra celular. As microfibrilas sdo unidas por pontes de
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hidrogénio entre os grupos amino e carbonila da cadeia carbbnica. (RUDALL e
KENCHINGTON, 1973; KRAMER e KOGA, 1986; IMAI et al., 2003). Sao trés as variantes
morfologicas da quitina e diferem entre si, principalmente, pelo grau de hidratacao, pelo
tamanho das unidades e do numero de cadeias por célula. Na primeira forma, todas as
cadeias exibem uma orientagao antiparalela; na segunda forma, as cadeias obedecem a um
paralelismo; na terceira forma, as cadeias se dispdem em duplas paralelas, alternadas por
uma antiparalela. O arranjo antiparalelo das cadeias permite o empacotamento mais
compacto das microfibrilas que corresponde a dez ou mais polimeros estabilizados por um
alto numero de ligagbes de pontes de hidrogénio (IMAI et al.,, 2003). A conformacao
estrutural da quitina é representada pelas formas alfa, beta e gama (ANTONINO, 2007)
(Figura 8).

L L r L 4 L i

Quitina a Quitina B Quitina Y

Figura 8. Arranjo molecular das cadeias de quitina nas formas a, B e Y
(ANTONINO, 2007)

A quitina e a quitosana, derivadas através do mecanismo de desacetilagao,
apresentam propriedades que as tornam Uteis para uma variedade de aplicagdes (Figura
10). A fonte comercial de quitina tem sido a carapag¢a de moluscos, de camarao, do “krill”
antartico, de caranguejos e lagostas, contudo, o isolamento industrial deste polimero é
limitado pelos problemas sazonais, e pela poluicdo ambiental causada pelo descarte de
grandes quantidades de residuos provenientes do processamento industrial. Além disso,
outro fator limitante trata-se dos custos elevados da produgao, correspondendo 10 gramas
de quitosana a faixa de mercado aproximado de sete ddlares e cinqlienta centavos (U$
7,50) (CRAVEIRO et al., 1999; FRANCO et al., 2004).
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Quitina deacetilase

QUITINA » | QUITOSANA
Quitinase
Lisozima Quitosanase
Oligossacarideos de quitina Oligossacarideos de quitosana
N-acetil-B-D- -
glicosaminidase Quitosanase
N-acetil-D-glicosamina D-glicosamina

Figura 9. Mecanismos de producao de quitina e quitosana e principais enzimas envolvidas
(SILVA, 2007).

Além das fontes de obtengao da quitina citadas anteriormente, outras fontes naturais
sao utilizadas para produgdo desse polissacarideo, tais como algas verdes, algas marrons,
fungos, leveduras, escorpides, aranhas, formigas, besouros, anelideos e celenterados
(DALLAN, 2005). A Quitina apresenta grande variedade de usos, principalmente na industria
téxtil, alimenticia e de cosméticos. Entretanto, sua maior aplicagdo encontra-se na produgao
de quitosana (Figura 11), que vem sendo utilizada em diferentes setores da producao
tecnolégica (SINGLA e CHAWLA, 2001).

A quitosana é um polissacarideo natural composto por unidades de beta (1-4)-D-
glicosamina, originada da desacetilagdo da quitina (SINGLA & CHAWLA, 2001; DEE et al,
2001). E soltvel em meio &acido (pH <5,5) devido & presenca de grupos amino, livres ao
longo da cadeia do polimero. A presenca destes grupos amino permite a sintese de
diferentes derivados da quitosana (KHAN et al., 2002; FRANCO et al., 2004).

OH OH
,L NH,
o o 0--4-
penp=m O I Iy HO .
{ HDE ; \,m] [ Hox - \ ‘n m
NH n NH  Jn
'D:< D:( OH
quitina quitosana

Figura 10. Estruturas moleculares da quitina e da quitosana (Dallan, 2005).
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A quitosana nao pode ser considerada uma molécula uniforme e sim um grupo de
polimeros parcialmente desacetilados, dos quais os que apresentam grau de desacetilacédo
acima de 50% podem ser considerados como quitosana (CRAVEIRO et al., 1999).

A produgao industrial da quitosana se faz por meio de reagdes de desacetilagao,
utilizando substancias acidas como reagentes. Entretanto, nos ultimos anos, outras formas
de desacetilacdo tém sido utilizadas, principalmente a desacetilagido microbiolégica através
da enzima quitina deacetilase, proporcionando excelentes rendimentos de quitosana
(FELSE e PANDA, 1999; DALLAN, 2005).

A quitosana é uma fibra natural solivel em meio acido, cuja caracteristica permite
que este polimero possa ser utilizado na industria alimenticia, uma vez que as enzimas
envolvidas nos processos de hidrélise deste polissacarideo (lisozima, quitina deacetilase,
quitinase e quitosanase), estdo presentes nos organismos animais e vegetais (YAMAGUCHI
et al., 1981; MELLO et al., 2006). Este polimero € insoluvel em agua, acidos concentrados,
alcalis, alcool e acetona, sendo completamente sollivel em solugbes de acidos organicos

quando o pH da solugao for inferior a seis (MELLO et al., 2006).

1.3.13 Aplicagdes da quitina e da quitosana

As aplicagbes e a producao industrial da quitosana foram iniciadas a partir de 1970.
No Japéo, a producéo de quitosana cresceu 37% ao ano entre 1978 e 1983 (CRAVEIRO et
al., 1999), onde pesquisas atuais apontam para uma grande variedade de aplicagdes da
quitina e da quitosana devido a sua versatilidade (CAMPOS-TAKAKI, 2005; DALLAN, 2005)
(Tabela 2). Assim, ela é utilizada na purificagdo da agua, em processamento de alimentos, e
na adsorcao de ions metalicos. Atualmente, a quitosana tem sido aplicada em produtos de
alto valor agregado, como cosméticos, na liberagcdo de farmacos, estabilizantes, aditivos
alimentares, membranas, produtos farmacéuticos, fotograficos, nas industrias téxteis e de
papel. Pesquisas descrevem sua aplicacdo na forma de géis, flocos e na imobilizacdo
celular em meios de cultura (DALLAN, 2005).
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Tabela 2. Principais aplicacbes da quitina e da quitosana

INDUSTRIA INDUSTRIA DE INDUSTRIA
MEIO AMBIENTE ALIMENTICIA COSMETICOS MEDICO/FARMACEUTICA
Purificacao de aguas Suplementos Aditivo de Carreador de
residuais de industrias  nutricionais cosmeéticos e medicamentos
xampus

Absorvente na Conservantes Imobilizagao de enzimas
remocao de metais Cremes dentais
pesados Lentes de contato

Emulsificantes Gel
Remocgéao de Bandagens
pesticidas Estabilizantes Emolientes Prétese 6ssea
Remocao de corantes  Protecéao Vacinas
Remocgao de fendis bactericida de

sementes
Remocéo de Reducéo de colesterol
radioisétopos Filmes para

embalagens de
Remocéo de frutas Regeneracéo da pele
policarbonatos
Recuperacgao de ions  Clarificante de Controle da presséo
metalicos bebidas arterial
Recuperagéao de Reducéo do nivel de
residuos solidos acido urico

Meio de troca ibnica

Imobilizagao de
microrganismos

Fonte: Silva (2007).

As propriedades biologicas da quitosana sédo explicadas pela presenga de grupos
aminicos livres ao longo de sua cadeia polimérica, que condicionam a protonagdo em suas
unidades desacetiladas, proporcionando inumeros e variaveis meios de aplicagdo em
experimentos biotecnoldgicos. Além de que, os meios de producado destes co-polimeros séo
decorrentes de fontes naturais, principalmente de exoesqueletos de crustaceos e parede
celular de fungos, e demais fontes citadas nesta revisdo (MUZZARELLI, 1977;
MUZZARELLI, 1997; ZIMOCH e MERZENDORFER, 2002; FRANCO et al., 2004; DALLAN,
2005; NASCIMENTO, 2006; COSTA SILVA et al., 2006; MELLO et al., 2006).

Considerando o grande potencial biotecnoldgico dos co-polimeros quitina e
quitosana, e tendo em perspectiva diferentes aplicagbes no campo das pesquisas, as
previsdes futuras do uso destes biopolimeros expdem uma variedade, ndo mensuravel, de
aplicagdes destes polimeros no meio ambiente, na farmacologia, na industria de alimentos,

e na industria quimica.
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Resumo

Estudos foram realizados com os aspectos morfolégicos de Rhizopus arrhizus UCP-402,
mediados por diferentes concentragcdes do dibenzotiofeno, utilizando o meio de cultivo
Sabouraud com e sem dextrose. Os resultados obtidos indicaram que R. arrhizus cresce na
presenca de dibenzotiofeno apresentando maior crescimento em relacdo ao controle. Este
maior crescimento é explicado pelo rapido consumo da fonte de carbono, em 24 horas de
cultivo, sugerindo também o uso do DBT. O pH foi semelhante para o controle e tratado com
DBT, na presencga de glicose. No entanto, com a retirada de glicose e na presenga de DBT
ocorreu um significantivo aumento do pH. Variagcdo no perfil de proteinas totais foi
detectada. O dibenzotiofeno induziu variacbes na morfologia de R. arrhizus UCP-402,
analizadas por microscopia o6tica. Além disso, o DBT em todas as concentragéo utilizadas
induziu a alteragbes no padrao de ramificagao das hifas, como: bifurcagdes bilaterais ou
unilaterais; aumento na quantidade de ramificagcbes; surgimento de protuberancia na base
da ramificagdo primaria; e hifas mais delgadas. O dibenzotiofeno induziu também ao
surgimento por toda hifa, variagcbes associadas a textura, aumento de ramificagcdes e

presenca de clamiddsporos em R. arrhizus UCP-402, observados por microscopia otica.
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INTRODUGAO

A poluicao provocada pela industria petroquimica, ndo pode ser medida em termos de
niveis quantitativos de contaminantes especificos, mas por métodos genéricos de
caracterizagdo. A alta proporgado de carbono e hidrogénio, existente no petréleo, mostra que
os hidrocarbonetos sao seus principais constituintes podendo chegar a mais de 90% de sua
composi¢ao. Os hidrocarbonetos presentes no petréleo sdo de trés classes diferentes -
parafinicos, nafténicos e aromaticos. Os outros elementos presentes aparecem sob a forma
de compostos organicos, os quais em alguns casos formam complexos organometalicos.
Metais também podem ocorrer como sais de acidos organicos. O enxofre ainda pode estar
presente na forma inorganica, H,S e enxofre elementar em alguns casos. Dentre os
produtos derivados, encontra-se o oleo diesel, que € um combustivel de composicio
complexa constituido basicamente por hidrocarbonetos parafinicos, olefinicos e aromaticos
e, em menor quantidade, por substancias cuja férmula quimica contém atomos de enxofre,
nitrogénio, metais e oxigénio, provenientes das diversas etapas de processamento do
petréleo bruto (OLIVEIRA, 2001).

Processos fisico-quimicos e biolégicos tém sido utilizados na remogao de compostos
xenobidticos derivados do petréleo. Processos como extragdo de vapores do solo (SVE),
recuperacao de produto livre, bioventilagdo, extracdo com solventes, incineragao, torres de
aeragao, adsorgdo em carvao ativado, biorreatores, biorremediagdo no local, entre outros,
tem sido usados para remover contaminantes organicos de aguas subterraneas e sistemas
de solo subsuperficial (WEBER & CORSEUIL, 1994; CORSEUIL & ALVAREZ, 1996).

Muitos estudos tém demonstrado a existéncia de uma grande diversidade de
microrganismos biodegradadores presentes em amostras de solo, sedimento, agua doce ou
ambiente marinho. Os microrganismos capazes de degradar um composto recalcitrante
especifico sdo encontrados com maior freqiiéncia nos locais contaminados previamente
com o poluente (WALKER et al, 1976; CERNIGLIA et al, 1980; LEAHY & COLWELL, 1990;
MORGAN & WATKINSON, 1994).

Como existem restricdes a introdugdo de microrganismos no ambiente, é necessario
estabelecer o potencial de biorremediagcdo inerente as espécies autéctones de um
determinado local. Por isso, faz-se necessario estudar os processos de biodegradagéo ou
biotransformagcdo de compostos xenobidticos e a biodiversidade das comunidades
microbianas responsaveis por estes processos no meio ambiente ao qual ja estédo
adaptadas (MADSEN, 1991; PRITCHARD et al, 1996; MAC CORMACK & FRAILE, 1997).

Os efeitos do DBT no crescimento de microrganismos determinados pela produgao de
biomassa, consumo de glucose, pH e proteinas totais, mostraram um crescimento

logaritmico da cultura controle durante experimentos realizados com C. elegans, com uma



producao de biomassa de 750mg/L. Culturas tratadas com 0.5mM, 1.0mM e 2.0mM de DBT,
tiveram rendimentos na produgéo de biomassa equivales a um aumento de 33.8%, 24.0% e
19.4%, respectivamente, relativos a cultura controle. Os valores de pH obtidos revelaram um
comportamento do teste padrdo similar para todos os tratamentos. O indice de proteinas
cresceu nas primeiras 72 horas. Apds esse periodo houve um decréscimo no indice de
proteinas totais para todos os tratamentos (NASCIMENTO et al, 2007).

A biorremediagdo surgiu como uma tecnologia alternativa de remediagdo de locais
impactados com poluentes organicos e se baseia na utilizacdo de popula¢des microbianas
que possuem a habilidade de modificar ou decompor determinados poluentes. O beneficio
maximo desse processo € a mineralizagdo, obtendo como produto final CO, e agua pela via
aerdbica, assim como a formacao de biomassa (da CUNHA, 1996).

Desde meados dos anos 90, as estratégias de biorremediagdo tém sido adotadas
seriamente como uma maneira eficaz e de baixo custo para a remediagdo de solos
contaminados por petroleo e de outros compostos organicos; causando, ainda, menores
disturbios na superficie a ser tratada (GRUIZ & KRISTON, 1996; IZUMI et al, 1994).

Desta forma, os fungos consideram-se mais eficientes sob condi¢cdes adversas: solos
com valores extremos de pH, limitacdo de nutrientes e com baixo teor de umidade. Com
base na informagao de que os fungos podem ser utilizados para degradar hidrocarbonetos e
sequestrar metais pesados, realizam-se cada vez mais estudos que visam o
desenvolvimento de tecnologias que utilizam esses organismos para descontaminagao de
areas afetadas por 6leo diesel (da CUNHA, 1996).

Entre os compostos organosulfurados presentes nos combustiveis fosseis, o
dibenzotiofeno (DBT) e seus derivados sado considerados como representativos. A remocao
seletiva de compostos organicos com enxofre dessas amostras é desejavel sob o ponto de
vista pratico, considerando que significativas quantidades de compostos contendo enxofre
estdo presentes nos combustiveis fosseis, e sua combustdo conduz a liberagdo de éxidos
sulfurados que contribuem para a chuva acida e a poluicdo do ar. Contudo, compostos
tiofénicos, como o DBT, sao refratarios a dessulfurizagdo quimica, sendo, portanto um
composto modelo para a biodessulfurizagao (LI et al., 2003; ABBAD-ANDALOUSSI et al.,
2003).

A identificacdo das variaveis associadas ao metabolismo de R. arrhizus frente a
presenga de agentes recalcitrantes, especificamente o dibenzotiofeno, composto organo
sulfurado encontrado em 6leo diesel, representa mais um passo para a otimizacdo de
processos de biorremediagdo, que culminam com o desenvolvimento de tecnologias
alternativas para a minimizacdo e/ou remog¢do completa dos aspectos poluidores dos

derivados de petroleo.



Material e Métodos

Microrganismo: foi utilizado o microrganismo Rhizopus arrhizus UCP 402, isolado de uma
area contaminada por residuos de petréleo no Porto do Recife — PE, cedida pelo Banco de
Culturas do Nucleo em Pesquisas em Ciéncias Ambientais — NPCIAMB, da Universidade

Catolica de Pernambuco — UNICAP, mantida em tubos de Sabouraud agar a 4°C.

Caracterizag¢ao das linhagens: R. arrhizus UCP 402 foi caracterizado através de métodos
morfo-fisioldgicos frente DBT (ALVES et al., 1999).

Meio de cultura e condigbes de cultivo: o microrganismo foi cultivado em frascos de
Erlenmeyers de 250 ml de capacidade contendo 50 ml de Sabouraud liquido com e sem
glicose. Ao meio de cultivo foram adicionados 0,5mM, 1 mM e 2 mM de DBT dissolvido em
dimetilformamida, mantidos sob agitacdo em “shaker” orbital (150 rpm) a temperatura de 28
°C, por um periodo de 96 horas. Os ensaios foram feitos em duplicatas. Foi medida a
turbidez em espectrofotémetro a 660nm. Inéculo de 107 células/mL, com densidade 6ptica
(D.Oeso) de 0.8, overnight e determinadas as viabilidades. Apos tempo de cultivo as
amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 15 min a 10°C, para separag¢ao das células do
liquido metabdlico. A biomassa foi liofilizada para determinacao de peso seco e do liquido
metabdlico foram determinadas as proteinas totais, consumo de glicose, a cinética de

degradacao do DBTe teste de toxicidade.

Proteinas totais: a concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método
espectrofotométrico do Biureto (LABTEST® Diagnostic - Brasil), utilizando como padrdo

albumina de soro bovino, lida a espectrofotdmetro Genesys no comprimento 660nm.

Consumo de glicose: o consumo de glicose foi determinado no liquido metabdlico livre de
células pelo método colorimétrico (LABTEST® Diagnostic - Brasil) a 505 nm.
pH: o pH foi medido em pHmetro Orion, modelo 310, a cada 24 horas até 96 horas de

fermentacéo.

Teste de toxicidade com sementes: foram feitos testes de toxicidade com sementes de
“‘Repolho das 4 estagdes” (Brassica oleracea var. capitata) previamente lavadas e
esterilizadas, utilizando o controle com &gua destilada, controle negativo (DBT +
dimetilformamida) e o liquido metabdlico das amostras. Nestes ensaios foram observados a
quantidade de sementes germinadas e o comprimento da raiz, e entdo calculado o indice de

germinacgao (%) e o crescimento médio da raiz (%), segundo TIQUIA et al. (1996).



Resultados e Discussao

O crescimento, a producdo de biomassa, o pH e consumo de glicose de R. arrhizus no
meio Sabouraud liquido com as diferentes concentragdes de DBT, com e sem glicose, estao
apresentado nas Figuras 1 a 6, demonstrando a ocorréncia de uma fase exponencial, que
se inicia com 24 horas e atinge o maximo de producédo de biomassa com até 48 horas de
cultivo, exceto para o controle (Figura 7), onde esse maximo ocorre com 96 horas de cultivo.
Ao mesmo tempo, ocorre cerca de 30% do consumo de glicose nas primeiras 48 horas de
cultivo, com pH variavel entre geralmente 4,01 e 7,0 para meios contendo glicose e sem
glicose, respectivamente.

Para Stamford et al.®*

, ocorre uma produgao superior de biomassa por C. elegans
(10,9 g/L), quando o fungo foi crescido no meio de cultivo para Mucorales?’. Estudos
recentes demonstraram que C. elegans, apresenta uma producdo de biomassa
correspondente a 5,1g/L°, sob condi¢cdes de estresse salino e diferentes concentragées de
D-glicose, sendo esses resultados superiores aos obtidos neste trabalho.

Os ensaios de fitotoxicidade foram realizados para avaliar o nivel de toxicidade nas
diferentes concentragdes de DBT (0,5 mM, 1 mM e 2 mM) e quais eram os seus efeitos na
microbiota.

A analise dos resultados dos ensaios de fitotoxicidade (Figura 12) sugere que na
primeira concentragdo ocorre uma adaptacdo de R. arrhizus ao meio adverso. Com o
aumento da concentracdo de DBT de 0,5 mM para 1 mM o indice de germinagao também
apresentou aumento, indicando uma possivel degradagdo do material toxico pelo fungo. As
analises também mostram que o indice de germinacdo € sempre maior que o
desenvolvimento da raiz das sementes. Este resultado era esperado, ja que a germinagao é
um processo fisico, dependendo apenas de um ambiente aquoso. A presenga de agua ativa
0s processos enzimaticos pertinentes a germinacdo, e substancias tdxicas existentes no
meio serdao absorvidas inicialmente, pois dentro das sementes ocorrem quantidades
apreciaveis de nutrientes para a sua germinagao sem, contudo, absorver os componentes
do meio que a circunda. Uma vez que haja agua, o processo ocorre automaticamente. Ja o
desenvolvimento da raiz esta intimamente associado aos constituintes presentes no meio.
Se houver cargas tdoxicas em quantidades que afetem o desenvolvimento da planta, esta
nao ocorrera satisfatoriamente.

Segundo WANG & KETURI (1990) a germinagao de plantas e o comprimento da raiz
tem sido um teste bastante usado por ser uma técnica simples, rapida, segura e
reproduzivel, para avaliar os danos causados pelas combinagdes toxicas presentes em

varios compostos.
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Figura 1. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido

contendo 0,5mM de DBT sem glicose (A).
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Figura 2. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido

contendo 0,5mM de DBT com glicose (B).
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Figura 3. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido

contendo 1,0mM de DBT sem glicose (A).
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Figura 4. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido

contendo 1,0mM de DBT com glicose (B).
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Figura 5. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido

contendo 2,0mM de DBT sem glicose (A).
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Figura 6. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido
contendo 2,0mM DBT de DBT com glicose (B).
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Figura 7. Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo Sabouraud liquido

com glicose e sem DBT — Controle (A).



Figura 8. Microscopia 6tica de Rhizopus arrhizus cultivado em meio de cultura Sabouraud liquido: Controle (A e
A1) www.telmeds.org e www.doctorfungus.org, respectivamente; 0,5 mM de DBT (B e B1), 1 mM de DBT (C, C1
e C2) e 2 mM de DBT (D e D1); incubados a 28°C, no periodo de 96hs: hifa ( —‘) , modificagdes nas hifas
( -}) aumento de 400X.




Figura 9. Microscopia 6tica de Rhizopus arrhizus cultivado em meio de cultura Sabouraud liquido: 0,5 mM de
DBT + Glicose (A, A1 e A2); 1 mM de DBT + Glicose (B, B1, C e C1) e 2 mM de DBT + Glicose (D, D1 e D2)
incubados a 28°C, no periodo de 96hs: modificagbes nas hifas (—} ) aumento de 400X.



Figura 10. Microscopia o6tica de Rhizopus arrhizus cultivado em meio de cultura Sabouraud liquido: 0,5 mM de
DBT (A, A1 e A2); 1 mM de DBT (B e B1) e 2 mM de DBT (C) incubados a 28°C, no periodo de 48hs:
modificagdes nas hifas ( —}) aumento de 400X.
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Figura 11. Teste de toxicidade com sementes de Repolho das 4 estagdes utilizando meio de cultura Sabouraud

liquido: sementes em agua destilada, meio Sabouraud puro + glicose, Sabouraoud Puro sem glicose e Controle
negativo (DBT + dimetilformamida) (A, A1, A2 e A3); meio Sabouraoud + glicose com 0,5 mM de DBT, meio
Sabouraoud + glicose com 1 mM de DBT e meio Sabouraoud + glicose com 2 mM de DBT (B, B1 e B2) e meio
Sabouraoud sem glicose com 0,5 mM DBT, meio Sabouraoud sem glicose com 1 mM de DBT e meio
Sabouraoud sem glicose com 2 mM de DBT (C, C1 e C2) incubados a 28°C, no periodo de 96hs.
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Figura 12. Graficos mostrando a porcentagem de sementes germinadas, a Média de Crescimento e o indice de

Germinagdo de sementes “Repolho das 4 estagbes” em teste de toxicidade.



Conclusoes

A biomassa em até 96 horas apresentou seu ponto maximo da exponencial de
crescimento e consequentemente maior consumo de glicose e menor pH, para o controle.
Sugerindo a utilizagado da fonte de carbono e formagao de acido piravico, tendo em vista a

reducéo do pH de 5,18 para 2,83.

Em relagdo a biomassa, houve uma discreta inibicdo da producido frente as
diferentes concentragbes de DBT (0,5 mM, 1 mM e 2 mM). Na presenca de glicose os
valores ficaram mais préoximos ao controle, sugerindo a utilizagdo do DBT como segunda

fonte de carbono.

Os dados (glicose + DBT) sao comprovados pelo consumo durante o crescimento e,

consequentemente, alteracdo do pH para uma faixa acida, de 5 para 2,94.

O aumento das proteinas nas primeiras 24 horas sugere que ocorre a producao de

enzimas que catalizam o metabolismo do DBT por Rhizopus.
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Foram realizados estudos avaliando a acdo do dibenzotiofeno na produgdo dos
biopolimeros, quitina e quitosana, por Rhizopus arrhizus UCP 402, na presenga e auséncia
de D-glicose. A produgdo dos co-polimeros foi acompanhada por um crescimento de 96
horas, avaliando a producdo de biomassa, consumo de glicose e determinacdo de pH. A
quitina e quitosana obtida foi investigada ao final de 96 horas de crescimento tratada co
DBT. Os biopolimeros foram obtidos por desproteinizagcdo e tratamentos acidos. Os
resultados obtidos mostraram elevada quantidade de quitina, mediado por diferentes
concentragcdes de DBT (0.5, 1, 2mM), na presenga e auséncia de D-glicose. Os estudos
sugerem co-metabolismo por meio da adigao de glicose e DBT. A producao de quitina por R.
arrhizus aumentou provavelmente devido a repressao da quitina desacetilase mediada pela
céo do DBT.

Palavras-chave: 1. Rhizopus arrhizus; 2. Dibenzotiofeno; 3. Quitina; 4. Quitosana.



Introducao

A quitina é o polissacarideo considerado mais abundante e largamente distribuido na
natureza, depois da celulose, sendo um elemento estrutural encontrado especialmente em
animais invertebrados e na parede celular de fungos'?3. E um polimero natural, insolivel em
agua, linear, que apresenta o mesmo tipo de unidade monomérica - [-1,4-N-
acetilglucosamina*®.

A quitosana, considerada como quitina desacetilada, pela perda do radical N-acetil,
sofre varios etapas de desacetilacdo, gerando assim diversos derivados da quitosana®’?®.
Neste sentido, observa-se que a molécula de quitosana (poli-B-(1-4)-D-glucosamina)
apresenta um grupo amino e um radical hidroxila, os quais podem ser facilmente
modificados quimicamente, desta forma permitindo novas propriedades e aumentando
assim, as possibilidades de aplicacdo da quitosana® "% ' 12.6.13,

Em funcao dos amplos campos de aplicagbes, os polissacarideos quitina e quitosana
tém sido extensivamente estudados na atualidade, sendo a fonte tradicional para obtencao
de quitina os exoesqueletos de crustaceos. Contudo, existem varias limitagcdes em relacéo a
utilizacdo destes animais, tais como: a adaptagao ao clima, os locais de confinamento e o
processamento em larga escala associados a conversao quimica da quitina em quitosana,
que induzem a limitagcdo e inviabilidade do processo de obtencdo desses
polissacarideos''4.

Em recentes estudos, demonstram que varias espécies de fungos tém sido
identificadas como fontes alternativas na produgdo de quitina e quitosana'®'"'®. Assim, o
uso da biomassa de fungos para obtencao de quitina e quitosana vem demonstrado grandes
vantagens, como: extracdo simultdnea dos biopolimeros, independéncia de fatores
sazonais, produgdo em larga escala, processo simples e econdmico resultando na
diminuicdo do tempo e dos custos requeridos para extragdo, além da auséncia de
contaminagéao por proteinas. Outro aspecto importante a considerar, tem sido a presenca de
proteinas que induzem as reagdes alérgicas em individuos com predisposi¢ao alérgica a
crustaceos™®.

A quitina e a quitosana apresentam um grande valor econdmico devido as versateis
propriedades e aplicacdes, destacando-se a darea médica®®®°, farmacéuticas?,
biocompatibilidade, bioacédo, permeabilidade seletiva, agdo de polieletrélitos, propriedades

%20 na area ambiental destacam-se os

|4,17

de troca ibnica, antitumoral e atividade antimicrobiana
fendbmenos de biodegradacao, biossorgéo, adsorgao e controle ambienta

Pesquisas atuais apontam para uma grande variedade de aplicagbes da quitosana
devido & grande versatilidade®, podendo ser utilizada na purificagdo da &gua, em

processamento de alimentos e na adsorcdo de ions metalicos. Considerando o alto valor



agregado da quitosana na industria, ressalta-se 0 emprego, como cosmeéticos, na liberagao
de farmacos, estabilizantes, aditivos alimentares, membranas, produtos farmacéuticos,
fotograficos, nas industrias téxtil e de papel, na fabricagao de vidros e plasticos, na remogao
de pesticidas, fenois, policarbonatos, radioisétopos, na recuperagcdo de residuos sélidos,
como antifungico e antibacteriano, na cobertura de frutas e de sementes, na clarificacdo de
sucos, como antioxidante, emulsificante, em ragdo animal, na deacidificacdo de sucos e
bebidas, aplicados na forma de géis, no tratamento de cabelos, como emoliente, na
protecdo das unhas, na forma de flocos, e na imobilizacdo celular em meios de
Cultura4’5’7'8'2°’21’28’29.

Os polimeros quitina e quitosana sao aplicados na recuperacao biotecnolégica dos
recursos naturais renovaveis. Neste sentido, a biossorcido de ions metalicos torna-se uma
alternativa para o tratamento de efluentes industriais*%.

A biorremocéao de 6leos, metais pesados e de substancias radioativas nos efluentes,
vem sendo realizada por meio da quitina ou da quitosana, devido a formagcao do complexo
quitina-ions ou quitosana-ions durante o processo de remogao. Esta interacido possibilita a
remocao de percentuais significativos de elementos poluidores ambientais, resultantes da
acao antrépica30. Por outro lado, compostos organosulfurados, tais como dibenzotiofeno
(DBT) e benzotiofeno (BT), em combustiveis fésseis sado liberados como enxofre oxiacidos
por combustdo causando problemas ambientais como a chuva acida.

Além disso, essa contaminacédo de petréleo pode ter impacto sobre os organismos
que vivem em ecossistemas contaminados porque alguns destes compostos sao relatados
como tendo mutagenicidade e carcinogenicidade®*. O objetivo deste trabalho foi investigar
os mecanismos de acdo do dibenzotiofeno sobre a producao de quitina e quitosana por R.

arrhizus, na presencga e auséncia de D-glicose.



Material e Métodos

Microrganismo: Neste trabalho foi utilizada a linhagem Rhizopus arrhizus UCP 402,
depositada no banco de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais -
NPCIAMB, Universidade Catdlica de Pernambuco - UNICAP, sendo mantida no meio

Sabouraud liquido, 4°C.

Condigoes de cultivo e producdo de biomassa: R. arrhizus foi crescido em placas de
Petri (9 cm de didmetro), contendo meio Sabouraud agar, incubado a temperatura de 28°C,
por cinco dias até esporulacdo. Os esporos foram coletados, transferidos para frascos de
Erlenmeyer com capacidade para 250 mL contendo 120 mL de solugdo salina tamponada a
0,9% (fosfato de soédio monobasico 0,459, fosfato de sodio bibasico 5,8125g, cloreto de
sodio 2,259, agua destilada 250 mL). Os esporos contados em hematocitbmetro para uma
concentragdo de 107/mL células/mL. Em seguida, 5 mL da suspensdo de esporos foi
transferida para frascos de Erlenmeyer com capacidade para 250 mL, contendo 50 mL do
meio Sabouraud liquido com e sem glicose nas diferentes concentragdes de DBT (0,5 mM, 1
mM e 2 mM). Os frascos foram mantidos sob agitacédo orbital de 150 rpm a temperatura de
28°C, por um periodo de 96 horas. Apds esse periodo a biomassa foi obtida por filtragao e
do liquido metabdlico foram determinados o pH e consumo de glicose. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

Determinacado da biomassa: A massa micelial foi removida por filtragdo a vacuo, lavada
com agua destilada gelada e liofilizada e, em seguida, mantida em dessecador até peso

constante.

Determinagdo do pH: A determinacdo do pH, no liquido metabdlico livre de células, foi

determinada por potenciometria.

Determinagao da glicose: O consumo de glicose foi realizado a partir do liquido metabdlico
livre de células pelo método enzimatico colorimétrico (LabTest), utilizando D - glicose como

padrdo e absorbancia a 500 nm'® .

Extragcao de Quitina e Quitosana: As extracdes de quitina e quitosana foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita por Stamford et al (2006)®, baseado na
desproteinizagao da biomassa por uma solu¢do de hidroxido de sédio a 2% (30:1 v/v, 90°C,
2 h.), centrifugado a 4000g, durante 15 minutos. O residuo obtido foi submetido ao

tratamento com acido acético a 10%, (40:1 v/v, 60°C, 6 h). O pH foi ajustado a 9 e a



quitosana obtida por precipitacao overnight a 5°C. A fragdo de quitina foi lavada com agua
destilada, etanol e acetona. Quitosana e quitina foram mantidas em dessecador até peso

constante.

Resultados e Discussao

Efeito do Dibenzotiofeno (DBT) na produg¢ao de biomassa

A produgdo de biomassa, consumo de glicose e pH é representada na Tabela 1,
ap6s 96 horas de cultivo. Os resultados obtidos mostraram uma discreta inibicdo no
crescimento de R. arrhizus quando tratado com DBT sem glicose e sua maior inibi¢cao foi de
21.28% quando tratado com 0.5mM de DBT. Neste caso R. arrhizus UCP 402 tem
capacidade para degradar os compostos organosulfurados de dibenzotiofeno. No entanto, a
suplementacdo com glicose durante o tratamento com diferentes concentragbes de DBT
aumentou a quantidade de biomassa e a maior inibigcdo foi 19.14%, quando tratados com
1mM de DBT.

A relagdo com consumo de glicose e ao tratamento com 1mM de DBT utilizando D-
glicose, bem como a concentracdo final inferior (1.17 g/L), e pH 2.94 (Tabela 1). Os
resultados indicaram pH inferior quando suplementado com D-glicose durante o tratamento
com DBT. Por outro lado, houve aumento do pH até valores alcalinos, quando tratado
apenas com concentragdes de DBT (Tabela 1).

E provavel que o metabolismo enzimético de R.arrhizus fosse ainda capaz de atuar
sobre produtos quimicos sintéticos (DBT) utilizando como fonte de carbono. A resposta do
metabolismo da R.arrhizus para DBT, sem suplementacao de glicose da algumas vantagens
adicionais, como processos de dessulfurizacdo, como descrito®>* Neste caso, é possivel
uma grande exploragdo de novas fontes de energia utilizadas por R.arrhizus. Estes
resultados sdo apoiados pela resposta do metabolismo de certos microrganismos, sem
duvida, da algumas vantagens adicionais, tais como a exploragdo de novos nichos

ecoldgicos e fontes de energia®”.

Producgao de Quitina e Quitosana mediadas pelo efeito do dibenzotiofeno (DBT)
Os resultados obtidos indicam maior producdo de quitina e de quitosana no

experimento tratado com DBT, exceto o tratamento com 2mM suplementado com glicose

(Tabela 1, Figura 1). No entanto, o contetido de quitina aumentou na presenca de glicose,



sugerindo uma adaptacao fisiolégica de R. arrhizus com a presenca de DBT, de acordo com

a literatura®?42%2¢

Tabela 1. Biomassa (g/L), Consumo de glicose (g/L), pH, Quitosana (g/L), Quitina (g/L),
Controle e tradados com concentragées de dibenzotiofeno (DBT) na presenga e auséncia de

D-glicose, durante 96h de cultivo de Rhizopus arrhizus.

Condigoes Biomassa Glicose pH Quitina Quitosana
g/L g/L g/L g/L
Controle 9.40 0.43 2.83 2.45 1.08
DBT (0.5mM) 7.40 - 7.76 0.75 0.28
DBT (0.5mM)+glicose 8.40 2.64 3.00 1.70 0.46
DBT (1mM) 7.60 - 7.87 1.50 0.39
DBT (1mM)+glicose 8.00 1.17 2.94 2.10 0.57
DBT (2mM) 7.80 - 7.73 1.60 0.42
DBT (2mM)+glicose 8.80 4.03 3.35 2.10 1.08
Inicial = 20.00g/L de glicose - = N&o determinado
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Figura 1. Porcentagem de quitina e quitosana produzida por Rhizopus arrhizus e Controle,

mediados por tratamentos com dibenzotiofeno-DBT, com e sem suplemento de glicose.




Esses resultados sao corroborados pelas informagdes de Pochavanavanich e
Suntornsuk® que obtiveram 0,9 g/L e 138 mg/g de biomassa de quitina e de quitosana,
respectivamente, extraidas do micélio de R. oryzae. Para outros Mucorales foram
observados um maximo de produgao de biomassa com 96 horas de crescimento, contudo,
demonstraram rendimentos superiores (11,6 g/L e 11,0 g/L), respectivamente,
Cunninghamella elegans e C. bertholletiae'®%"2.

O decréscimo na extragao de quitina e quitosana verificados no inicio do experimento,
fase de maior equilibrio na formacdo de constituintes celulares, principalmente, os
polissacarideos estruturais quitina e quitosana, indicaram modificagdes fisioldgicas na
estrutura da parede celular do fungo. Essas informacbdes sdo apoiadas pela literatura,
sugerindo conexao direta da sintese de quitina e a acdo da quitina deacetilase pela

formacao de quitosana na parede celular no ciclo dos Mucorales?®: 333435,

Conclusoes

Estes estudos com os mecanismos do dibenzotiofeno-DBT indicaram algumas
alteragdes no conteudo de quitosana sugerindo uma repressdao da enzima quitina
deacetilase, consequentemente,com aumento no nivel de quitina. A suplementagdo com
glicose fornece uma fonte ideal para o aumento do co-metabolismo para a produgao quitina.
Estes estudos contribuiram para conhecer o possivel mecanismo de DBT sobre a produgéao

de quitina e quitosana em fungos Mucorales.
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