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RESUMO

Ambientes costeiros contaminados por petroleo apresentam baixa eficiéncia de recuperagdo com
métodos fisico-quimicos tradicionais. Como solucdo, foram isolados fungos de manguezais
contaminados com petroleo e realizou-se o processo de biorremediacdo para degradar os
hidrocarbonetos. Utilizou-se um consoércio de glicerina bruta e torta de mamona como bioestimulo,
associados aos fungos Aspergillus spp e Penicillium spp em processo de fermentacdo. Este foi
realizado em aquarios de campo, contendo provetas no seu interior para armazenagem das amostras
compostas, retiradas do substrato do manguezal contaminado; estes foram coletados, quantificados,
homogeneizados e utilizados para compor a mistura microbiana. Desta forma, realizou-se o ensaio
para consoércio na composi¢do (w/w) substrato manguezal contaminado com petroleo exsudado;
glicerina bruta; torta de mamona; agua de producao, mais a adi¢ao de cepas do fungo. Obteve-se apos
20 dias em temperatura ambiente a producdo de biopolimero de natureza gel-forme, os quais foram
analisados inicialmente em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para identificar o branco
referencial do sedimento manguezal, areia calcinada, glicerina bruta e torta de mamona.
Posteriormente, foram analisados em Fluorescéncia de Raios-X (inorganicos) e Infravermelho FT-IR
(organico) o sedimento manguezal, referencial, € o produto biopolimero gelatinoso. Com tais dados
dos elementos minerais, obteve-se Analise Estatistica Covariante de Dados — PCA, objetivando a
identificacdo dos produtos em transformacdo bioquimica. A andlise por espectroscopia no
infravermelho apresentou evidéncias de bandas na regido de 1664—1650 cm ™ tipica de Amida 1, devido
a carbonila. Em C=C vibra¢do aromaticos. H-N refere-se a colageno, estiramento C-N ligagdo
peptidica proteica. E constatado a biotransformagcio bioquimica realizada pela populagio fungica.

Palavras-chave: Biorremediacao. Fungos. Biopolimero Protéico. Petréleo. Mamona.
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ABSTRACT

Coastal environments contaminated by oil show low recovery efficiency with traditional physical-
chemical methods. As a solution, oil-contaminated mangrove fungus is isolated and a bioremediation
process is carried out to degrade the hydrocarbons. A consortium of raw glycerin and mamona cake
was used as a biostimulant, associated with the fungi Aspergillus spp and Penicillium spp in the
fermentation process. This was carried out in field aquariums, containing samples inside for
armazenagem of the compost samples, removed from the contaminated manguezal substrate; These
forams are collected, quantified, homogenized and used to compose the microbial mixture. In this way,
the consortium test was carried out on the composition (w/w) manguezal substrate contaminated with
exuded oil; crude glycerin, mamona cake; production water, plus the addition of fungal strains.
Obtained after 20 days at room temperature in the production of gelatinous biopolymers, the samples
were initially analyzed in high efficiency liquid chromatography (HPLC) to identify the reference
target of manguezal sediment, calcined sand, crude glycerin and mamona cake. Subsequently, the
samples were analyzed using Rayos-X Fluorescence (inorganic) and Infravermelho FT-IR (organic) or
manguezal sediment, reference, and the gelatinous biopolymer product. With two mineral elements
given, a Covariant Statistical Analysis of Data — PCA is obtained, aiming at the identification of two
products in biochemical transformation. An analysis by non-infrared spectroscopy showed evidence
of bands in the region of 1664—-1650 cm™ typical of Amida 1, due to carbonyl. In C=C aromatic
vibration. H-N refers to collagen, stretching C-N protein peptide ligation. It is confirmed by
biochemical biotransformation carried out by the fungal population.

Keywords: Bioremediation. Fungi. Protein Biopolymer. Petroleum. Castor Bean.

RESUMEN

Los ambientes costeros contaminados por petréleo presentan baja eficiencia de recuperacion con
métodos fisico-quimicos tradicionales. Como solucion, los hongos de mangueza aislados estdn
contaminados con petroleo y se realiza el proceso de biorremediacion para degradar los
hidrocarbonatos. Utilizou-se um consorcio de glicerina bruta y torta de mamona como bioestimulo,
asociados a los hongos Aspergillus spp y Penicillium spp en el proceso de fermentacion. Este foi
realizado em aquarios de campo, contendo provetas no su interior para armazenagem das amostras
compostas, retiradas do substrato do manguezal contaminado; estos foros coletados, cuantificados,
homogeneizados y utilizados para componer una mistura microbiana. Desta forma, realizou-se o ensaio
para consorcio na composi¢do (w/w) substrato manguezal contaminado com petrdleo exudado;
glicerina bruta; torta de mamona; agua de produg¢do, mais a adi¢do de cepas do fungo. Obteve-se apds
20 dias em temperatura ambiente a producdo de biopolimero gelatinosos, os quais foram analisados
inicialmente em cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para identificar el blanco referencial
del sedimento manguezal, areia calcinada, glicerina bruta y torta de mamona. Posteriormente, foram
analisados em Fluorescéncia de Raios-X (inorganicos) e Infravermelho FT-IR (organico) o sedimento
manguezal, referencial, y o produto biopolimero gelatinoso. Com tais dados dos elementos minerais,
obteve-se Andlise Estatistica Covariante de Dados — PCA, objetivando a identificacdo dos produtos
em transformacdo bioquimica. Un analisis por espectroscopia no infravermelho presenta evidencias de
bandas na region de 1664—1650 cm™ tipica de Amida 1, devido a carbonila. Em C=C vibraciones
aromaticas. H-N refiere-se a colageno, estiramiento C-N ligagdo peptidica proteica. E constatado a
biotransformacao bioquimica realizada pela populagdo fungica.

Palabras clave: Biorremediacion. Hongos. Biopolimero Proteico. Petroleo. Ricino.
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1 INTRODUCAO

E conhecido da literatura técnica especializada que os manguezais sd0 ecossistemas costeiros
abrigados que ocorrem no encontro das aguas dos rios com agua do mar, sendo assim sujeitos ao
regime das marés. Eles se desenvolvem em regides de alta temperatura e precipitacdo em terrenos
apropriados. No entanto, sua vegetacdo ndo € rica em diversidade, sendo composta por arvores e
arbustos pertencentes a familias que apresentam grande tolerancia a dguas salgadas e salobras.

Ecossistemas de manguezal sdo altamente sensiveis a distdrbios antrépicos como a
contaminacdo por petroleo ou por outros produtos tdxicos, que podem causar danos a toda a biota,
exercendo impacto por longo prazo.

A retirada de uma fonte poluidora de um local, contudo, n&o significa a interrupgdo imediata
de seus impactos, pois o acumulo de substancias toxicas no ambiente pode ter seus efeitos
multiplicados por um longo prazo, atingindo inclusive a saude humana. Em caso de contaminacédo por
6leo, este pode persistir no ecossistema de manguezal por anos. Além disso, as técnicas que permitem
limpar ou remover o petrdleo s&o limitadas.

Neste sentido, pode-se afirmar que a biorremediacdo € uma técnica que se mostra promissora
para a recuperacdo de manguezais contaminados. Para tanto, sdo utilizados processos naturais
realizados por microrganismos que utilizam os poluentes como fonte de carbono em seus processos
metabdlicos para remediacdo de uma é&rea impactada, acelerando a biodegradacdo natural de
contaminantes como hidrocarbonetos e outros compostos perigosos, reduzindo a concentracao ou a
toxidade desses compostos, ou ambos.

As contaminacdes com hidrocarbonetos do petrdleo e outras fontes, sdo distarbios que
modificam o ambiente natural e sua capacidade de autorenovagdao (Quintella et al., 2009). Nessa
perspectiva, vé-se que o beneficio maior da aplicacdo da biorremediacdo ¢ a mineralizagdo, uma vez
que se obtém como produto final CO2 e H20 pela via aerdbica, assim como a formagao de biomassa.

Em virtude disso, objetiva-se, neste trabalho, apresentar o processo microbiano de produgao de
biopolimero proteico, obtido sob a forma de um biopolimero resistente e gelatinoso. Mais
especificamente, sera demonstrado como se deu a produgdo de biopolimeros compactados, pelicula
filamentosa, proveniente de sedimento manguezal contaminado com hidrocarboneto do petréleo ou
outros, e proteinas vegetais armazenadas como energia em células dos fungos que metabolizam esses

materiais, devolvendo ao ambiente o residual sintetizado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A transformacado dos hidrocarbonetos pelos microrganismos pode ser facilitada pela produgao
de enzimas como catalisadores bioldgicos que controlam as reagdes bioquimicas, produzindo energia
e material necessario para a proliferacao de novas células microbianas (Ufia; Garcia, 1983).

Os fungos produzem enzimas extracelulares oxidativas capazes de quebrar compostos
policiclicos aromaticos de cadeia longa e transformd-los em compostos assimilaveis ao seu
metabolismo. Estas enzimas hidrolisam ligacdes peptidicas liberando peptideos que sdo degradados a
aminoacidos livres pelas peptidases (Rodwel 2009). Normalmente, as proteases ou peptidases sao
enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes peptidicas, as quais liberam peptideos de estrutura
variavel ou aminoacidos livres. (Lopez-Otin; Overall, 2002). 6. Tais enzimas classificam uma classe
de enzimas de suma importincia em processos fisiologicos (Hedstrom 2002).1.

Importante salientar, também, que estudos indicam o aumento da biodisponibilidade de
policiclicos aromaticos (HPAs), aumento da taxa de solubilizacdo dos metais pesados e aumento de
solubilizagdo de naftalenos pelo uso de biossurfactantes (Nitschke; Pastore, 2002). E sabido que os
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs), presente no petréleo sdo compostos organicos
moleculares formados por anéis benzénicos fundidos, de alto peso molecular, mais resistentes a
degradagdo e atuam como persistente ambiental (Ghosal ef al., 2016). Estes sdo subprodutos ou
emissoes geradas no momento da combustao incompleta de matéria organica (Gennadiev et al., 2015;
Sakshi; Singh; Haritash, 2019). Sdo ainda apontados como os principais contaminadores
carcinogénicos com emissdo de poluentes no ar, na agua e no solo, causadores de impactos ambientais
com alteracdo da qualidade de vida das comunidades proximas e ribeirinhas (Otitolaiye; AL-Harethiya,
2022).

Entretanto, a biorremediacdo através de processos de o6xido-reducdo atinge a degradagdo e a
mineralizacdo dos HPAs e dos compostos fendlicos em solo de manguezal impactado com petroleo e
outros. Isto se verifica quando o processo de transformacdo das substancias, inicialmente, em
fermentagdo, emite dispersdo de gases (particulas menores). Em seguida, da-se o efeito das emulsoes,
passando para a dgua as particulas soluveis com trocas i0nicas e, finalmente, acontece, no substrato,
as transformagdes fisico-quimicas produzidas pelos microrganismos para o seu metabolismo e
assimilagao.

Os fungos que estdo presentes, no cotidiano, possuem um corpo vegetativo chamado talo ou
soma que ¢ composto de finos filamentos unicelulares chamados hifas. Estas formam uma rede
microscopica junto ao substrato (fonte de alimento), chamada micélio, por onde o alimento ¢
absorvido. Os micélios podem ser cenociticos ou septados. A célula fungica € uma estrutura similar a

células animais, porém, com parede celular distinta (Mancera; Lopez et al., 2008).
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Os polimeros resultantes da biodegradacdo da a¢do de microrganismos de ocorréncia natural
como fungos, bactérias e algas sdo os polimeros biodegradaveis (Norma ASTM D6400-04) 19. Esses
biopolimeros tém sido estudados com mais dedicagdo para viabilizar seu uso em diversas aplicacdes
com novos processamentos e modificagdes (Fechine, 2010) 4. Sao considerados polimeros
sustentaveis, os que durante sua sintese, producdo e processamento ou mesmo na degradacdo
produzem menor impacto ambiental, menos nocivo, que os polimeros convencionais (Clarinval;
Halleux, 2005) [40].

Como forma de aumentar as propriedades fisico-quimicas tais como processabilidade,
permeabilidade a gases e taxa de degradagdo, ainda a resisténcia térmica, propriedades mecanicas e
reologicas (Clarinval; Halleux, 2005), especialmente em blendas (Balakrishnan et al., 2010)
compositos (Bioresource et al., 2004) e nanocompositos (Chivrac et al., 2010). Varios métodos de
avaliar a biodegradacdo tém sido descritos na literatura. Basicamente tais métodos sdo pautados em,
monitorar o crescimento de microrganismos, o consumo do substrato, a liberagdo de CO2 e eventuais
transformagoes nas propriedades do polimero (Bastioli, 5005) [43]. Assim sendo, a biorremediago
fungica (Quintella; Mata; Lima, 2019) processo bioldgico, biodegradagdo, acontece na compostagem,
o biopolimero sofre a biodegradagao para ceder CO2, d4gua, compostos inorganicos e biomassa, remove

de forma continua e previsivel ndo deixando residuos visiveis ou téxicos (Rudnik, 2008).

3 MATERIAL E METODOS

Importante esclarecer que este trabalho é fruto da Carta Patente UFBA P1 1105934-6 “Processo
microbioldgico para captura de volateis e produgdo de biopolimero proteico” (Quintella; Gongalves;
Triguis, 2022). [5].

A pesquisa foi realizada no laboratério de campo, localizado nas proximidades do estuario do
rio Sdo Paulo. Esta unidade laboratorial, que se constitui como extensao do Laboratério de Estudos do
Petroleo (LEPETRO), foi denominada “Laboratério de Simulagao de Processos de Biorremediagao”
(LEPETRO - SIMULACAO). Incluindo o Nucleo de Estudos Ambientais (NEA), do Instituto de
Geociéncias (IGEO/UFBA), em conjunto com o LabLaser - Laboratério de Cinética e Dindmica
Molecular do Instituto de Quimica (IQ/UFBA).

3.1 A AREA DE ESTUDO

Mais precisamente destaca-se a area estudada, que esta situada entre os municipios de Madre
de Deus, Candeias e Sdo Francisco do Conde, ¢ representativa do Bioma Mata Atlantica, no
ecossistema manguezal (Figura 1). Inserida na Bacia sedimentar do Reconcavo Baiano (limitada pela

falha de Salvador, a leste, ¢ de Maragogipe, a oeste) como unidades litoldgicas que compdem essa
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bacia. As unidades litologicas que compdem essa bacia sdo essencialmente compostas por sequéncias
de conglomerados, arenitos e folhelhos (Rosa, 2001) [6]. Este pacote sedimentar repousa sobre o
Embasamento Pré-Cambriano, composto, em sua maior parte, de granulitos e migmatitos de Idade
Arqueana que constituem o Cinturdo Granulitico Atlantico, e sobre os metassedimentos brasilianos da

formagdo Estancia.

3.2 0 PETROLEO DO RECONCAVO BAIANO

Quanto ao petroleo do Reconcavo Baiano, devido a sua origem, a partir de matéria lacustre,
tem composi¢cdo dominante de parafinas e cadeias normais diferenciando- se, assim, do petroleo de
outras bacias sedimentares (Borges, 2011) [7]. Em virtude disso, a precipitagdo de parafinas, diminui
gradativamente o fluxo de oxigenagdo dos sedimentos de manguezais, provocando contaminagdes
compactas no interior dos sedimentos e, consequentemente, dificultando o processo de remediacgao.

O enxofre ¢ o terceiro elemento mais abundante encontrado no petréleo, com concentragao
média de 0,65%, em peso, ¢ uma faixa que apresenta valores entre 0,02 e 4,00%. Este elemento pode
ocorrer no petroéleo nas formas de sulfetos, polissulfetos, benzotiofenos e derivados, moléculas
policiclicas com nitrogénio e oxigénio, gas sulfidrico, dissulfeto de carbono, sulfeto de carbonila e

enxofre elementar.

3.3 O PROCESSO DE BIORREMEDIACAO

Para simular o processo de biorremediagdo utilizou-se um consoércio de subprodutos da 1?
geragdo de biocombustiveis, glicerina bruta e torta de mamona, empregados como bioestimulo e
associados aos fungos Aspergillus spp e Penicillium spp com a proteina vegetal inibidora ricina da
mamona no processo da fermentacdo alcodlica.

Destaca-se, neste caso, o uso da torta de mamona, oriunda da Ricinus communis, como uma
fonte de energia para os microrganismos heterotréficos, modificando a atividade enzimaética, além de
favorecer a soimbilizagdo de compostos minerais e inibir o efeito de algumas toxinas (Cavalcanti,
1998) [8]. A ricina € uma proteina inativadora de ribossomos (RIPs) do tipo II, heterodimérica, com a
enzima inibidora de ribossomo (~32 KDa, cadeia A ou RTA) ligada por ponte dissulfeto a uma lectina
galactose (~34KDa, cadeia B ou RTB). Ja a cisteina ¢ uma metalo-protease que usa um ion metal no
seu mecanismo catalitico e hidrolisa as proteinas em aminoacidos, facilitando a sua absorcao pelas

células, uma vez que possui um papel despolimerizante (Alvarez et al., 2000) [9].
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3.4 MICRORGANISMOS CARACTERIZACAO

As amostras foram coletadas no experimental (Figura 1), e enviadas ao Laboratério de
Toxicologia de Farmacia da UFBA para anélise de micologia de isolamento e identificagdo dos fungos.
Os micro-organismos foram analisados através dos testes microbioldgicos por técnicas de micro

cultivo em Agar batata, descrita por Lacaz (2002).

Figura 1. Coleta de sedimento no manguezal contaminado com petréleo

TN e

3.5 0 PROCESSO DE PRODUCAO DO BIOPOLIMERO SINTETIZADO
O referido processo de producgéo do filme de pelicula sintelizado por um grupo proteico amida
com moléculas e elementos minerais consiste em:
a) preparar uma mistura microbioldgica contendo entre 80 — 85% de manguezal contaminado com
petroleo, 1 —5% de glicerina bruta, 1 — 6% de torta de mamona e 5— 10% de &4gua de producéo;
b) semear cepas de fungos filamentosos, selecionados entre Aspergillus flavus e Penicillium sp ou
outras espécies de fungos filamentosos;
c) injetar a mistura microbioldgica semeada em tubulacdes dotadas de tela de contencdo em sua
parte inferior para armazenagem de amostras compostas, retiradas do substrato do manguezal,
ditas tubulagdes sendo distribuidas em tanques contendo solucéo salina;

d) aguardar a proliferacdo fungica e a formacéo do biopolimero.

3.5.1 A semeadura
A semeadura em placas de petri ¢ utilizada como amostras comparativas com as espécies de
fungos. Os procedimentos realizados nos pré-testes e para obtencao das amostras para semeadura sdo

seguintes:
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1) pesar e/ou medir cada um dos sistemas listados acima e preparar a mistura nos seus padrdes
pré-estabelecidos;

2) levar ao aquecedor agitador magnético em béquer de 200 mL com temperatura até 85°C por
3min;

3) retirar a mistura do agitador e adicionar cepas do fungo especifico ja identificado;

4) lacrar e identificar em placas de petri;

5) acompanhar a incubacdo e desenvolvimento dos fungos.
Com estes procedimentos, se obteve um consorcio, mistura microbiana pronta para ser

semeada nos sedimentos do manguezal.

3.5.2 O processo de Biorremediacio

O processo de biorremediacao foi efetuado em aquarios de campo, contendo provetas no seu
interior para armazenagem dessas amostras compostas, retiradas do substrato do manguezal. Para isso,
foram coletados sedimentos contaminados, homogeneizados e utilizados para compor a mistura
microbioldgica responsavel pela biorremediagdo efetuada.

A mistura microbiologica preparada para o ensaio possuia a seguinte composicao (w/w): 600 g
de substrato manguezal contaminado com petroleo exsudado; 24,60 g glicerina bruta; 34,40 g de torta
de mamona; e 50 mL agua de produgdo, mais a adi¢do de cepas do fungo. Os componentes foram
pesados e misturados sob agitacdo com aquecimento a temperatura na faixa de 85-90°C durante 4
minutos para solubilizar o petréleo. Em seguida, foi colocado nas tubulagdes e acrescentado o fungo,
Aspergillus spp ou Penicillium spp ou outras espécies de fungo. A tela de conten¢do na parte inferior
das tubulagdes permite a liberagdo de substancias com trocas idnicas dentro do tanque contendo a
solucao salina.

Foram realizadas inicialmente andlises de cromatografia HPLC para identificar o branco
referencial das amostras sedimento manguezal, areia calcinada, glicerina bruta e torta de mamona.
Posteriormente, foi analisado em Fluorescéncia de Raios-X o sedimento manguezal, referencial, e o
produto biopolimero de natureza gel-forme produzido, na forma seca e gelatinosa. Além disso,
investigou-se em espectroscopia de Infravermelho o produto biopolimero. Com tais dados dos
elementos minerais, obteve-se Andlise Estatistica Covariante de Dados — PCA, objetivando a

identificacao dos produtos em transformacao bioquimica.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
Para a investigag@o orgénica dos hidrocarbonetos, inicialmente foram analisadas as amostras

de referéncia branco (Figura 2) e posteriormente se acompanhou as analises nas 8 semanas do processo
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de biorremedicao por analises de cromatografia liquida e gasosa dos fungos das aliquotas de saturados
e aromaticos. Também foram acompanhadas as provaveis alteracdes sofridas por compostos
aromaticos alquilados (Roques; Overton; Hency, 1994), utilizando o cromatrografico a gas (CG). Estes
procedimentos fornecerao os perfis denominados Fingerprints, que indicarao quais os compostos do
0leo presente e suas alteracdes a medida que os microrganismos degradam o contaminante.
Observou-se que a simulagdo com o fungo Aspergillus spp, e/ou outros, com o bioestimulo
torta de mamona gerou, em cima da solucao salina, uma camada de emulsdo oleosa, que passou a ficar
escura e turva nos dias seguintes. A fermentacao e a formagao de emulsdo continuavam a ocorrer a
medida que o gel-forme biopolimero ia se formando; a solucdo salina tornava-se clara, sem espuma,

porém com um pouco limo verde, e residuo de sedimento no fundo.

Figura 2. Analise inicial de cromatografia HPLC de referencial branco: A) sedimento manguezal com
hidrocarbonetos totais; B) areia calcinada; C) glicerina bruta; D) residuo torta de mamona.
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Apos 35 dias, passou a formar-se um gel-forme de biopolimeros no fundo. Na parte superior,
das tubulagdes havia abundantee proliferacdo de fungos com rajadas de cor amarelo, indicando a
presenca de enxofre ou outros minerais. Com 50 dias, o sedimento no interior das tubulagdes
encontrava-se mais seco, resultado do processo de hidrélise da cisteina da ricina uma metalo-protease,
devido ao processo microbiano de retirar do sedimento o oxigénio para sua energia, desidratando o

sedimento.

Figura 3. Tomada dos parametros fisico-quimico das simulagdes. Figura 4. Consorcio microbiano com proces- so de
Biorremediacdo em estrias.

Fonte. Efetuada pelos prdprios autores.

Como forma de biorremediagdo do sedimento contaminado, resultou pela a¢do dos fungos, na
transformagdo de substincias HPAs, estas em moléculas menores e volateis, langadas para a solugao
salina, vindo a reagir com a enzima da proteina vegetal ricina da mamona. Portanto, as substancias
degradadas e os volateis sdo capturados para a sintetizagao, produgdo de biopolimero.

Foram monitorados os parametros fisico-quimico na unidade de simulagdo com ambos os
agentes fungos. Desta forma se observa a coletdnea do fungo Aspergillus spp, com o bioestimulo

glicerina bruta e torta de mamona durante as 8 semanas (Quadro 1).
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Quadro 1. Parametros fisico/quimico da simulacdo Aspergillus spp com glicerina bruta e
torta de mamona monitoradosdurante 8 semanas

PARAMETROS
FISICO/QUIMICOS COLETA SEMANAL
3 42 58 6°
Horario h 10:2 10:3] 11:1) 105
0 3 5 0
Temperatura Ambiente (°C) 29.2 275 29.6/ 26.6

pH . . 74| 810 826 8.49

0D (mg/L) . . 66| 82 32 20

Salinidade 22 48

Eh (Mv) -3 57

Condutividade ms/cm . . 49 . . 84

Fonte. Elaborada pelos proprios autores

As coletas de amostras foram feitas no periodo da manha, entre as 10h30min ¢ 11h15min. A
temperatura variou entre 25.5°C e 29.9°C, na solucado salina que somente cobria o fundo até encostar
uns 10 cm na proveta com sedimento, o que € normal para o clima tropical. Inicialmente e no final,
como indica a literatura da area, o pH se mostrou acido, entretanto, durante o periodo de maior
biorremediacao se manteve neutro entre 7,5 ¢ 8,0. O Eh iniciou com 56 (Mv) e acentuou-se com final
minimo de -99, o que evidencia o processo de biorremediacao. Os dados relativos ao pH e potencial
redox (Eh) sdo parametros que devem ser observados nos sistemas marinhos ao aferir informagdes
sobre as variacdes das condi¢des ambientais geoquimicas e a respeito das tendéncias das degradagdes
dos hidrocarbonetos.

O desenvolvimento de fino biopolimero produzido pelos fungos foi acompanhado durante o
periodo de 8 semanas no experimental da mistura microbioldgica de biorremediacdo em aquarios de
campo (Figuras 5 e 6). Apos este periodo de desenvolvimento, foi feito um tratamento de limpeza do
biopolimero com hipoclorito de so6dio e diclorometano, sendo depois deixado para evaporagao,

permitindo, assim, que o gel-forme, fino produto biopolimero permanecesse seco.
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Figura 5. Foto do biopolimero produzido pelo  Figura 6. Foto do biopolimero produzido pelo
Fungo Aspergillus spp. (0,05 mm) Fungo Penicillium spp. (0,05 mm)
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Fonte. Elaborada pelos proprios autores

Estas amostras foram analisadas em Infravermelho (Figura 7) para andlise organica e
Fluorescéncia de Raios-X para analise inorganica e constatou-se que as matérias organicas diminuiram
e obteve-se um maior rendimento dos elementos minerais. A partir dessa analise, pode-se perceber que
se destacam os elementos inorganicos minerais que contribuem para a composicao do biopolimero.

Destaca-se na 1* semana o cloro proveniente da solucdo salina de produgdo, enquanto que na
ultima semana do experimento aumenta o percentual de silicio e o cloro é carreado em reacdes
bioquimicas em outros compostos. Desse modo, produziu uma emulsdo superficial de biopolimeros
organicos na solugdo aquosa do tanque aqudrio experimental. Foi investigada a transformagao
bioquimica existente durante o processo de biorremediagdo com ricina da mamona e Fungos. Durante
a analise visual da solucdo salina, percebeu-se que, com 4 dias, gerou, em cima da dgua, uma camada
de emulsdo oleosa, que passou a ficar escura e turva. Com 15 dias, a solugdo apresentava-se muito
escura, com fermentagdo dos fungos e emulsdo na superficie. J& com 34 dias, as substancias que
estavam emulsificadas formaram em um gel-forme biopolimero, enquanto que a solugdo salina se
tornou de cor clara, sem espuma. Estes foram analisados em XRF e espectroscopia no infravermelho
e identificadas como biopolimeros protéicos (Figura 7). Como forma de biorremediacao do sedimento
contaminado, resultou pela a¢cdo dos fungos a transformacgdo de substdncias HPAs em moléculas
menores e volateis, langadas para a solugdo salina, vindo a reagir com a enzima da proteina vegetal

ricina da mamona.
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Figura 7. Espectro de infravermelho resultante da analise da pelicula de biopolimero.
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Fonte. Elaborada pelos proprios autores

O espectro no infravermelho do biopolimero de natureza gel-forme seco indicou a presenca de
enzima protéica tipo amida organica com numero de onda (cm-1) cerca de 3.419 associado com aminas
secunddarias; em comprimento de onda cerca de 2.848, corresponde a amida A; em cerca de 1.647 a
C=C vibragdo aromaticos ¢ NO2; em cerca de 1.548 a banda forte e a partir cerca de 1.087, sdo
atribuidas a S=0 (sulféxido) e compostos halogénios em alfa.

Complementando a investigagdo, foi analisado na forma de natureza gel-forme em
Fluorescéncia de Raios-X. Através disso, obteve-se 99,8% de material organico e apenas 0,2% de
minerais inorganicos, com enxofre distribuido entre Calcio, Potassio, Ferro, Titanio, Bromo e Cromo.
Além disso, novos grupos de minerais como cloro, gélio, arsénio e 6xido de ruténio contribuem em
reacdes/redugdo para o processamento bioquimico. O resultado da andlise elementar qualitativa torna

o biopolimero mais resistente, gel-forme, microbiano organico.
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Figura 8. Gréfico de loadings, PCA mostra compostos metalicos que contém o consércio microbiano
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Fonte. Elaborada pelos proprios autores

Com a analise estatistica PCA por Fluorescéncia de Raios-X se obteve os elementos que
compde o produto biopolimero de natureza gel-forme da solugdo salina transformada pela a¢do dos
fungos com a proteina vegetal Ricinus communis, separando os produtos da amostra sedimento.

O crescimento de microrganismos em uma interface de dgua e 6leo favorece o aparecimento
de um gel-forme, no qual os microrganismos se aderem a superficie de grandes gotas de 6leo devido a
hidrofobicidade das células, passando a formar uma delgada interface, extraindo os compostos
insolaveis em agua da fase oleosa e utilizando os sais minerais da fase aquosa. A medida que as células
revestem as gotas de 6leo produzindo biossurfactantes, reduz-se a tensdo interfacial, o que favorece o
crescimento e a coloniza¢do microbiana (Martins, 2005).

Os fungos filamentosos sdo os mais eficientes na produgdo de enzimas extracelulares
oxidativas, dentre elas proteases, celulases, ligninases e outras (Santaella, 2009). Pelo processo das
enzimas proteases, as particulas metalicas que as compdem, se expdem em maior quantidade no meio
aquoso salino, possibilitando um aumento de fragdes nanométricas que, ao se reagruparem, interagem,

provocando a mineralizagdo do substrato.

5 CONCLUSAO

Ressalte-se que, em um primeiro aspecto, a presente invencdo disponibiliza um tecido
microbiano resistente e gelatinoso, produto biopolimero de natureza gel-forme para emprego nas mais
diversas areas de biotecnologia avangada medicinal de transplante 0sseo.

Em um segundo aspecto, viabiliza tanto um processo de transferéncia de elétrons entre as
proteinas de ferro/enxofre quanto & obtencdo de um produto biopolimero emulsificado em solucéo
salina para aplicacdo no interior de dutos, permitindo a protecdo do aco e maior fluidez do 6leo. Ou
seja, oferece um processo de obtengdo de um gel-forme anticorrosivo para emprego de revestimento

de dutos metalicos no transporte e industria petroquimica.
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Mais particularmente, a presente invencéo refere-se a um produto biopolimero de natureza gel-
forme sintelizado por um grupo protéico amida com moléculas e elementos minerais essenciais a vida,
produtores de biomassa, podendo ser utilizado em outros processos de formacao e aplicacdo industrial.

Além disso, os fungos utilizam estas substancias para sua cometabolizacdo, devolvendo ao
ambiente o residual sintetizado (biopolimero), o qual possui larga variedade de aplicacdo também na
indUstria de produtos e revestimentos e na area medicinal.
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