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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CAPITULO 16

BIORREMEDIA,QAO DE MANGUEZAL CONTAMINADO
COM PETROLEO COM OBTENCAO DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA EM BIOPOLIMEROS E PEPTIDIOS

Odete Goncalves

Universidade Federal da Bahia, Departamento de
Ciéncias da Biointeracéo, Instituto de Ciéncias da
Saude UFBA. SS-BA.

Paulo Fernando de Almeida

Universidade Federal da Bahia, Departamento de
Ciéncias da Biointeracéo, Instituto de Ciéncias da
Saude, UFBA. SS-BA.

Cristina Maria A. L. T. M. H. Quintella
Universidade federal da Bahia, Departamento
de Fisico/Quimica, Instituto de Quimica.
Universidade Federal da Bahia, UFBA. SS-BA.

Ana Maria Alvares Tavares da Mata
Instituto Politécnico de Setubal. Escola Superior
de Tecnologia de Setubal, IPS/Portugal

RESUMO: Nesse relata-se o
processo biotecnologico de biorremediagédo
de manguezal impactado com petréleo,
através de consoércio microbiano, com
producédo de bioativos utilizando coprodutos
de biocombustivel, fungos Aspergillus spp e
Penicillium spp. Esses compostos nutrem as
células fungicas, permitem seu crescimento e
geracéo de bioativos. Fez-se a semeadura do
consoércio para repique em 10 Placas Petri. Apos
3 meses ocorreu nestes a sintese dos bioativos
cristalizados. Paralelamente foi realizado um
consorcio microbiano de biorremediagdo por
67 dias, em tanque/aquéario obtendo-se a

trabalho
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CRISTALIZADOS

producéo de biopolimeros protéicos. Foi feito
a desinfeccdo em autoclave para posterior
analise, observando-se as interagdes e reacdes
organicas oxidativas, redutivas e hidroliticas.
O biopolimero seco em estufa foi analisado
(FT-IR),
Fluorescéncia Molecular e Difratometria de

para organicos em Infravermelho
Raios-X, Microscopia Eletrbnica de Varredura -
MEV/EDS para elementos inorgénicos. Obteve-
se para FT-IR as bandas CO, 1.665 cm-1 tipico
de amida I; C-N, 1560 cm-1 a amida Il, em 1235
cm-1 tipico para amida lll (derivadas de acido
carboxilico). Foram realizados os testes de
investigacao de proteina e antimicrobiano com
reagente Comassie com aplicagéo do protocolo
de identificacéo pelo método Bradford, obtendo
resultado positivo. Outro teste antimicrobiano
PCA com solugdo Tampéo Tris, para bactéria
Escherichia coli,
amostra 4 e 7. Feita a padronizacédo da

obteve-se positivo para

técnica de producdo das moléculas de amida
para aplicacdo biotecnologica
industrial e farmacos.
PALAVRAS-CHAVE:
Consorcio
Antimicrobiano. Fungos.

cristalizada,

Biorremediacgao.

Biopolimero. microbiano.

ABSTRACT: This
biotechnological process of bioremediation of

work  reports  the

mangrove impacted with oil, through a microbial
consortium, with the production of bioactives
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using co-products of biofuel, fungi Aspergillus spp and Penicillum spp. These
compounds nourish the fungal cells, allow their growth and bioactive generation. The
consortium was sown to peal in 10 Petri dishes. After 3 months, the synthesis of the
crystallized bioactives occurred. In parallel, a microbial consortium of bioremediation
was carried out for 67 days, in a tank / aquarium obtaining the production of protein
biopolymers. The autoclave was disinfected for further analysis, observing the oxidative,
reductive and hydrolytic interactions and organic reactions. The greenhouse dried
biopolymer was analyzed for organic in Infrared (FT-IR), Molecular Fluorescence and
X-ray Diffraction, Scanning Electron Microscopy - SEM/EDS for inorganic elements.
The CO bands were obtained for FT-IR, 1.665 cm -1 typical of amide |; C-N, 1560 cm
-1 to amide I, in typical 1235 cm -1 for amide Il (derived from carboxylic acid). The
protein and antimicrobial tests were carried out with Comassie reagent with application
of the Bradford method, obtaining a positive result. Another PCA antimicrobial test with
Tris Buffer solution for Escherichia coli bacterium was positive for sample 4 and 7.
Standardized the production technique of crystallized amide molecules for industrial
biotechnological application and drugs.

KEYWORDS: Bioremediation. Biopolymer. Microbial consortium. Antimicrobial. Fungi.

11 INTRODUCAO

E conhecido da literatura técnica especializada que os manguezais sao
ecossistemas costeiros abrigados que ocorrem no encontro das dguas 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 nao é rica em diversidade, sendo composta por arvores e arbustos
pertencentes a familias que apresentam grande tolerancia a aguas salgadas e salobras.
Ecossistemas de manguezal sdo grandemente sensiveis a distarbios antropicos como
a contaminacao por petrdleo ou por outros produtos toxicos, que podem causar danos
a toda a biota, exercendo impacto por longo prazo.

Neste sentido, pode-se afirmar que a biorremediacao é uma técnica que se mostra
promissora para a recuperagdo de manguezais contaminados por hidrocarboneto
(BENTO et al., 2003; DUA et al., 2002; RAHMAN et al., 2002; Xu, et al.; 2005). A
transformacao dos hidrocarbonetos pelos microrganismos pode ser facilitada pela
producdo de enzimas como catalisadores bioldgicos que controlam as reacdes
bioquimicas, produzindo energia e material para a proliferacdo de novas células
microbianas (UNA e GARCIA, 1983). Os fungos produzem enzimas extracelulares
oxidativas capazes de quebrar compostos policiclicos aromaticos de cadeia longa e
transforma-los em compostos assimilaveis ao seu metabolismo (MARIANO, 2006).
Estas enzimas hidrolisam ligagdes peptidicas, liberando peptideos que séo degradados
a aminoacidos livres (RODWELL, 2009). A biorremediacdo através de processos de
oxido-reducao atinge a degradacéao e a mineralizacao de hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos e de compostos fendlicos em solo de manguezal impactado com petroleo
e outros (BR Pl 221109478199, GONCALVES, O.; QUINTELLA, C. M.; TRIGUI, J.
A.; 2011). Isto se verifica quando o processo de transformacdo das substancias,
inicialmente, em fermentacdo, emite dispersdo de gases (particulas menores). Em
seguida, da-se o efeito das emulsdes, passando para a agua as particulas soluveis
com trocas ibnicas e, finalmente, acontece, no substrato, as transformacdes fisico-
quimicas produzidas pelos microrganismos para metabolismo, assimilacao (BR
P11105932-0, QUINTELLA; GONCALVES, 2011).

Em seus estudos os autores, apontam os fungos endéfitos em processos de
simbiose como produtores de enzimas hidrolases como fundamental fonte de
catalisadores biol6gicos atualmente com aplicacdo nas mais diversas industrias
(BAGCHI E BANERJEE (2013), PINHEIRO et at.; 2013). As xilanases como
indispensaveis bioconversores de compostos lignocelulésicos que degradam o
polissacarideo linear hidrolisando ligacbes (Beta) B-(1,4) da molécula de xilana
(DELAYE et al., 2013). As enzimas fungicas como as xilanases estéo sendo apontadas
como um produto biossustentavel com ampla aplicacdo devido a especialidade
catalitica, estabilidade e alta atividade (GASPAR JUNIOR, 2014). O que é confirmado
recentemente por Elegbede e Lateef (2018) a producédo de xilanase por diferentes
linhagens de Aspergillus spp dentre eles as espécies Aspergillus niger L3, A. fumigatus
SD5A e A. flavus SD4A.

O teste de determinacao de proteina pelo método de Bradford, (1976) e Teste
antimicrobiano (Jornal (anexo) EC 761/2009) sao técnicas atualmente muito utilizadas
para a determinacao de proteinas totais com o apoio auxiliar do corante de “Coomassie
brilliant blue” BG-250. Sao utilizados apontamentos da absorvéncia em UV-VIS em
595 nm (COMPTON, 1985), com solugdo Tampao Tris e Azul de Comassie (proteinas
e Teste PCA antimicrobiano) se observando ambiente estéril.

Neste trabalho, apresentar-se o processo de biorremediacdo com producao
de biopolimero e cristais residuais com atividade antimicrobiana decorrente da
biotransformacdo de energia vegetal armazenada em células dos fungos que
metabolizam os contaminantes e devolvem ao ambiente o residual sintetizado com
aplicagdo em farmacos e medicinais.

2| MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi investigado a presenca de nitrogénio e orgénicos que compde
as proteinas e compostos organicos. Importante esclarecer que este trabalho foi
desenvolvido de modo similar a patente “Processo microbioldgico para captura de
volateis e producao de biopolimero proteico”, depo6sito UFBA BR Pl 1105932-0, 2011.
O trabalho foi realizado no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS/UFBA) Laboratério de
Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos (LABEM).

A area de estudo - No tocante a delimitacdo do problema, o sedimento
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manguezal e a solucdo salina foram coletados na por¢do nordeste da Baia de Todos
os Santos (BTS), as margens do Rio Sao Paulo, préximo a estacdo Pedra Branca,
nas coordenadas 12° 44’ 26,0” (S) e 38° 31’ 53,9”, o qual desagua na BTS. Encontra-
se nestas imediacdes as instalagcdes da Refinaria Landulfo Alves Mataripe, a qual ao
longo das décadas vém tornando crescente os contaminantes como hidrocarbonetos
(HC). Esta area fica situada entre os municipios de Madre de Deus, Candeias e Sao
Francisco do Conde, do sistema Bioma Mata Atlantica no ecossistema manguezal,
inserida na Bacia sedimentar do Recéncavo Baiano.

O processo de biorremediacao e a contribuicao do consdrcio - Na
biorremediacdo utilizou-se um consoércio de subprodutos de biocombustiveis —
glicerina bruta e torta de mamona — empregados como bioestimulo e associados
aos fungos Aspergillus spp. e Penicillium spp. Destaca-se, neste caso, 0 uso da
torta de mamona, oriunda da Ricinus communis, como uma fonte de energia para
os microrganismos heterotréficos, modificando a atividade enzimatica. A cisteina é
uma metalo-protease que usa um ion metal no seu mecanismo catalitico e hidrolisa
as proteinas em aminoacidos, facilitando a sua absorcao pelas células, possui um
papel despolimerizante (ALVAREZSANCHEZ et al., 2000). Para a quebra das cadeias
poliméricas e consequentemente a sua bioassimilagdo, os microrganismos produzem
as enzimas proteases as quais catalisam hidrolise de ligacdes peptidicas (CHANDRA,
RUSTGI; 1998; SCOTT, 2000). Os autores afirmam ainda, que outras possivelmente
séo condicionadas para catalise da hidrélise de ligacoes éster. Tal processo se realiza
entre outros como por exemplo nos PHASs, policiclicos alifaticos (CHANDRA, RUSTGI;
1998).

Microrganismos caracterizacao — As cepas dos fungos foram coletadas de
amostras do experimental de reservatério, ja acondicionadas em petréleo, e enviadas
ao Laboratério de Toxicologia de Farmacia da UFBA para analise de micologia de
isolamento e identificacdo dos fungos. Os microrganismos foram analisados através
dos testes microbioldgicos por técnicas de micro cultivo em Agar batata, descrita por
Lacaz (2002).

A semeadura - A semeadura se procedeu em 10 placas de Petri sendo utilizada
como amostras comparativas com as espécies de fungos. Apos os procedimentos de
quantificacéo, foram processadas em agitador aquecedor magnético, para obtencao e
distribuicado das amostras em semeadura com identificadas e inoculacéo dos fungos,
para incubacéo e crescimento por 7 dias.

O processo de biorremediacao - O processo de biorremediacéo foi efetuado
em tanque/aquarios de campo, contendo 8 provetas no seu interior para armazenagem
dessas amostras compostas, consorcio microbiano manguezal. O meio de produgéo
para ensaio possuia a seguinte composicao (w/w): 600 g de substrato manguezal
contaminado com petréleo exsudado; 24,60 g glicerina bruta; 34,40 g de torta de
mamona; € 50 mL agua de producéo e repiques de cepas dos fungos - Aspergillus
spp e Penicillium spp. Tiveram acompanhamento durante o periodo de 8 semanas,
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monitorados o0s parametros fisico-quimicos dos bioestimulo ndo conservativos
semanalmente, para acompanhar a bioaumentacéo, apontando o comportamento do
pH e Eh e influéncias quimicas.

Producéo de bioativos cristalizados residuais - Os cristais sdo produzidos
com lento aquecimento bioquimico, sao sintetizando através das interacdes e reacoes
orgéanicas oxidativas, redutivas e hidroliticas. O processo de cristalizacdo acontece
na superficie das amostras em placas de Petri, totalmente lacrada, apds o periodo de
90 dias da semeadura dos fungos. Periodo em que se operam as mudancas fisico/
guimicas no consércio microbiano para biorremediacdo de manguezal contaminado
(PITUFBAN® 1105932-0, 2011). Os cristais residuais sdo produzidos na parte vegetativa
dos fungos, acima dos conidios das vesiculas que compde os conididéforos a partir
das hifas filamentosos dos fungos. E sabido que quando os atomos se agrupam
formam as moléculas das diversas substancias cada uma com seus arranjos orbitais e
caracteristicas proprias. Com base no mecanismo classico de cristalizagcdo (MULLIN,
J.W,, 1961), a formacao de nucleos de cristais, essa etapa sé ocorre na presenca de
corpos solidos; os quais se transformarédo em centros de nucleagédo (nano cristais)
(GRUSE, W. A.; STEVENS, D.R.,1942).

Caracterizacdo dos bioativos por difratometria de raios-X - E importante
destacar o fator tempo na validagdo de determina os resultados dos cristais residuais.
Para isso foi investigado por difratometria de raios-X a semeadura 1 aos 90 dias e a
semeadura 2 ap6s 150 dias com evolugéo.

Espectrofotometria - O método permite o monitoramento de tocoferois, acido
butirico e outros componentes fluorescentes em 6éleos. Foi utilizado o equipamento
Espectrofluorimetro PerkinElmer — Precisdo modelo LS 55. Os espectros de emissdo
fluorescente das amostras foram obtidas detectando a emissao de 300 a 900 nm em
intervados de 0,5 nm enquanto a amostra sofria excitagdo em comprimento de onda
fixos na faixa de 200 a 775 nm.

Infravermelho (FTIR) se utilizou 0 equipamento modelo FRONTIER, PerKinElmer
Spectrometer numero de série 91411, metodologia de medidas de absorcao, acessorio
reflectancia total (ATR), atenuada com um cristal de seleneto de zinco, resolugao 4 cm-
', trans. 4000 a 650 cm™ varredura 16 scans.

Microscopia eletronica de varredura, MEV/EDS foi utilizado o metalizador,
marca DENTON VACUUM, modelo DESK V., com precipitacéo a vacuo, de pelicula
micrométrica. As imagens foram obtidas do tipo elétron secundario (SEIl) e as
andlises quimicas foram por EDS. Posteriormente, micrografia do produto biopolimero
manguezal, na forma seca e gelatinosa com o espectrofotdmetro marca JEOL, modelo
JSM-6610LV Scanning Microspore.

Purificacao dos bioativos com testes de atividade proteica e antimicrobiana
- Este trabalho foi realizado no Instituto Politécnico de Setubal (IPS/PO), Programa
PDSE Capes 88881.134321/2016-01. Estes foram realizados através de testes de
proteina e antimicrobiano, a fim de possibilitar a viabilidade de aplicacdo nas areas
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biotecnoldgicas, dentre outras, farmacos, na producéo de cosméticos e medicinais.

O método de Bradford, (1976), € uma técnica atualmente muito utilizada para
a determinacéo de proteinas totais com o apoio auxiliar do corante de “Coomassie
brilliant blue” BG-250. Para este trabalho inicialmente foi feito o Reagente de
Coomassie com a dissolucao de 0,1 g de Azul Brilhante de Coomassie G250 em 47,0
g de etanol, adicado de 85,0 g de acido fosforico e diluicdo de 1 L com agua destilada.
Em seguida foi observado o protocolo de identificacdo de aminoacidos pelo método
Bradford, seguindo como pré-estabelecido para positivo como resultado a cor azul, em
seguida feita a leitura da absorvéncia em Espectrofotémetro UV-VIS Evolution 160. Foi
utilizado ainda, a solugcao Tampao Tris, obedecendo ao preparo da solugao do Tampéao
Tris — HCL 0,1 m, pH 7,0 com a aplicacdo do método. No pH de reacao, a interacao
entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento
do equilibrio do corante para a forma aniénica, emitindo sinais de absorcédo em 595
nm (COMPTON, 1985).

Os antimicrobianos - Os antimicrobianos sdo substancias que agem sobre
microorganismos inibindo o seu crescimento e proliferagcdo ou mesmo causando a sua
destruicao, podendo ser estes naturais (antibiticos) ou sintéticas (quimioterapicos)
(SAEZ-LLORENS, 2000). Conforme dados da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) as, 25% das mortes em todo o mundo e 45% das mortes em todo 0 mundo
s&o causadas por infeccdes em paises com menos recursos e menos desenvolvidos
(WANNMACHER, 2004). Conforme, Banhos et al., (2014), alguns dos seus fungos
endofiticos, apds estudos, se verificou que apresentavam atividade antimicrobiana.
Para eficiéncia na medicacdao antimicrobiana, quanto ao patégeno, é necessario a
confirmacgéo da suspeita dainfecgéo por meio de culturas positivas para microrganismos
isolados e localizagao provavel (MOTA et al., 2010).

3| RESULTADOS

Investigacao (duplicata) de Nitrogénio Analise Elementar — CHNS (em
mg/1000 ppm). Foram obtidos positivo para Manguezal Cristal Residual (M.CR.1)
com Nitrogénio 38%, Carbono 9,55, Hidrogénio 1,48 e Enxofre 0,24; para Manguezal
Biopolimero Gelatinoso (M.BG.1); foi obtido percentual de Nitrogénio 33%, Carbono
6,11, Hidrogénio 4,51 e Enxofre 0,1 (REQUIMTE, Universidade Nova de Lisboa,
Caparica, PT, 2017). Estes resultados orgénicos leva a possibilidade de existéncia de
proteina nas amostras dos produtos.

Foi obtido o perfil granulométrico com centrifugagcao, o que permitiu um pico mais
vertical e elevado com o resultado de D(v.05) = 23.30 ym para o sedimento manguezal.
Foi bom resultado mostrando a fina granulometria do sedimento manguezal argiloso
que contribui influenciando na interac&o dos fluidos.

Microrganismos caracterizacao - No resultado Microbiol6gico obteve-
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se o Reino Fungi, do Filo Ascomycota, dos Géneros Aspergillus spp e Penicillium
spp e espécies Aspergillus flavus, Aspergillus niger. Este trabalho utiliza os fungos
Aspergillus spp e Penicillium spp na formulagcéo, consércio microbiano (CRISTINA
M. QUINTELLA; ODETE GONCALVES; Pl BR 1004444-2 A2, 2010). Além disso, foi
investigado com testes de toxicologia, se obtendo resultado negativo para Aflatoxinas
e nenhum produtor de micotoxinas foi detectado.

Bioprocesso para a producao do biopolimero - Afermentacéo e a formacéo de
emulsao continuavam a ocorrer, obteve-se com 25 dias formacao total dos biopolimeros
(Figura 1ABC), estes foram reservados de forma natural para caracterizacdao com a
identificacdo de Manguezal Biopolimero Gelatinoso (M.BG). O restante foi recolhido e
feito um tratamento e com identificacdo da amostra biopolimero seco (M.BS). Ambos
os biopolimeros foram levados a estufa para secagem a 37°C e ai permaneceram por 5
dias, porém com suas substancias e compostos originais, sem desnaturar a provavel
proteina.

Figura 1A, B e C. A) Experimental Aquario com 8 provetas em processo de biorremediacéo;
B) Biopolimero ap6s retirada da solugéo salina; C) Aquario com producao de biopolimero
sedimento manguezal.

Fonte: Imagem elaborada pela autora.

Como forma de biorremediacdo do sedimento contaminado, resultou pela agéo
dos fungos, a transformacéo de substancias HPAs em moléculas menores e volateis,
lancadas para a solugao salina, vindo a reagir com a enzima da proteina vegetal ricina
da mamona uma metalo-protease. Portanto, as substéncias degradadas e os volateis
sédo capturados para a producdo de biopolimero. Durante o periodo experimental
foram acompanhados os parametros fisico/quimico do experimental com temperatura
externa 33° C, temperatura dentro da estacdo de tratamento 32° C e temperatura
dentro da cubeta 29° C por um periodo de 67 dias.

Caracterizacao do biopolimero por espectrofluorimetria - Nas analises de
fluorescéncia molecular do biopolimero se obteve os perfis espectrofotométricos
compativeis com proteina devido a absorcao ultravioleta detectada em 220 nm devido
a ligacao peptidica e em 280 nm para os aminoacidos. Mais especificamente na
excitacao 250-300" e na emisséo 270-360" podendo ser fenilalanina, cisteina, cistina,
metionina, triptofano, histidina e tirosina (FIGURA 2A). Sabe-se que o aminoéacido
glutadmico, proveniente da torta de mamona, é um neurotransmissor inibitério de acido
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no SNC. Possui como derivado o acido y-aminobutirico. Assim sendo os resultados
também possuem evidéncias de acido butanoico com excitacdo em 193" e emissao em
273" para fluorescéncia molecular.

Para o bioativo cristalizado, (Figura 2B) e espectros para interpretacdo de
compostos organicos derivados do aminoacido Triptofano (Acido 2-amino-3-
indolpropidnico) na excitagdo nm 350" 380" e emissdo de 400-500" 357". Os espectros
de emisséo fluorescente detectaran a emisséo entre 200 nm a 550 nm enquanto a
amostra sofria excitagdo em comprimento de onda na faixa de 200 nm a 500 nm de
emissdo. Aminoacido glutamico é um neurotransmissor inibitoério de acido no SNC.
Possui como derivado o acido y-aminobutirico. Campbell e Halushka, 1996, afirma
que a enzima S-transferase aciona o tripetidio Glutationa da-se a transformacéao
bioquimica mantendo apenas a cisteina.
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Figura 2: Perfil espectrofotométrico por mapa de fluorescéncia molecular de biopolimero
produzido por consércio microbiano.

Fonte: arquivo pessoal.

Caracterizacao do biopolimero em infravermelho-FTIR - No biopolimero seco
apos caracterizacao organica por FTIR, obteve-se os resultados para o biopolimeros
1 e 2 (seco) (Figura 3). Apbs estudos de identificacao se atribui 0 nUmero de onda
(cm™) nas bandas de estiramento de OH na regidao de 3232 cm -1; em 2922 cm-1
(estiramento CH2 assimétrico) atribuida a quantidade de lipidios; em 1634cm-1, C=0,
referentes a amida | (colageno); banda 1028 cm-1, C-O de ésteres e sulfoxido e dos
halogénios de ClI, Br.

Ao analisar o bioativo residual do produto microbioldgico cristalizado em
infravermelho, (Figura 4) obteve-se a origem organica do produto, destacando as
bandas caracteristicas de amidas em CO, 1.665 cm- tipico de amida I; C-N, 1560 cm-1
a amida Il, pode-se dizer que em 1637.07518 N, N- substituidas que representam a
estrutura secundaria da proteina. Segundo Pranoto e colaboradores (2007), a banda
amida | € a banda mais interessante para estudos sobre a estrutura secundaria de
proteinas. apresenta sinais a 1660, 1643 e 1633 cm-1, correspondendo a banda
Amida | (YAKIMETS et al., 2005).
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Figura 3— Caracterizacdo de biopolimero seco 1 e 2 manguezais por FTIR.

Fonte: arquivo pessoal

O sinal a 1660 cm—1 é caracteristico da estrutura tripla-hélice e a 1633 cm-1
corresponde a estrutura novelo (YAKIMETS et al., 2005). De 1700 a 1630, C=0 de
amidas; levando em consideracao o grafico, pode-se identificar os picos que indicam
no comprimento de onda (cm™) de 3.600 a 2.700, a absorcao de atomos de C-H, O-H
e N-H; em 1.400 C-Halogenios, C-Cl, C-Br; em 1.311, SO,; - em 1.347 C-O de é&cidos
carboxilicos; em 1.037 S=0 sulféxido. Estudos indicam a regiao daAMIDA Il (1483-1595
cm-1) esta surge na sequéncia dos modos normais de vibracao C-N-H e estiramentos
C-N dos peptideos, podendo conter ligacdes peptidicas; mais precisamente em 1557 e
1591 cm—1 atribui-se as presencas de olefinas, fenilalanina e tirosina, respectivamente
(CASPERS et al., 1998; PENTEADO et al., 2008; TFAYLI et al., 2007); ja4 a banda
dos modos vibracionais centrada em 1440 cm—1 refere-se a presenca de lipideos e
proteinas e apresentam como fung¢do impermeabilizar, prevenindo a perda de agua
(CASPERS et al., 1998; PENTEADO et al., 2008; TFAYLI et al., 2007).
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Figura 4— Caracterizacao de cristal residual manguezal por FTIR

Fonte: arquivo pessoal

Difratometria de raios-X. Foram caracterizados os bioativos cristais residuais
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para inorganicos por difratometria de raios-X no qual se observou que o fator tempo
influéncia o didmetro nas estruturas cristalinas com maior forma em tamanho. Através
desta analise identificou-se a presenca do mineral Halita (NaCl), proveniente da solugcéao
salina (adgua do mar). Entretanto, agregam, em sua composicao, outros compostos
reativos minerais existentes no manguezal. O espectro mostrou os picos 4.04 H; 3.35
H; 2.86 H; 2.82 H; 1.99 H; 1.62 H, até 90 dias. Apés este periodo picos 4.2 Qz e 3.34
Qz além dos outros ja existentes.

Caracterizacao por Microscopia Eletrénica de Varredura (EDS) - Foram
caracterizados os biopolimeros e cristais residuais em microscopia eletrénica de
varredura MEV/EDS, utilizando as siglas (Bio_gel), (Bio_sec), (cristal res 16) com
apontamentos de peso total e % aténico dos inorganicos existentes (Tabela 1). No mapa
quimico foi obtido a composicdo, quantificacdo, distribuicdo mineral dos elementos
cromoforos existentes no biopolimero gelatinoso e seco, e no bioativo cristal residual,
destacando Carbono, Oxigénio, Cloro, Sédio, Aluminio, Magnésio, Calcio, Ferro entre
outros.

Na amostra (CR_16) cristal residual manguezal, se observa uma maior
quantidade de carbono inorganico capturado um percentual de 86.73 Wi%, este
resultado contribuiu para uma maior investigacao e deposito da “Pl BR 10 2014
0192018, Processo de Purificacdo de Carbono Mineral em Cristal de Halita Sintetizado
em Biorremediacdo de Manguezal com Aplicacdo em Biotecnologia”.

Isto se atribui a volatilizagao dos hidrocarbonetos de cadeias menores de 10
carbonos em forma de gas condensados (aprisionados) nos cristais de halita, em
processo de biotransformacgao biogeoquimica e inorganicos. Em MEV/EDS por BSE,
com a composicao mineral da amostra Bio_sec), destacando o oxigénio, o carbono em
reacdo com o ferro, no composto bioldgico na presenca de enxofre.

Amostra Bio_gel Bio_sec C;:::? (I).— Manguezal
Biorreat Aquario Aquario Placa Petri Etiqueta
Peso wig  AONCO g, AtOTICO Wtd% AlOTICO padrao
C 1.2 22.34 44.39 58.80 86.73 91.44 C Vit
@] 6.1 9.13 29.07 28.91 8.4 6.65 SiO,
Na 33.43 34.84 4.16 2.88 0 0 Albite
Mg 1.21 1.19 1.02 0.67 0.62 0.32 MgO
Al 0.23 0.20 0.87 0.51 0.16 0.07 ALO,
Si 0.49 0.42 1.10 0.62 0.66 0.30 SiO,
S 0 0 1.31 0.65 1.82 0.72 FeS,
P 0 0 1.48 0.76 0 0 GaP
Cl 45.62 30.83 6.27 2.82 0.89 0.32 NaCl
K 0.84 0.51 0.67 0.27 0 0 KBr
Ca 0.88 0.52 3.11 1.24 0.21 0.07 Wollastonite
Fe 0 0 6.54 1.86 0.52 0.12 Fe
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Cristal_

Amostra Bio_gel Bio_sec Res16 Manguezal
Biorreat Aquario Aquario Placa Petri Etiqueta
Peso Wt% Atomico Wit% Ato:n ico Wit% Ato:n ico Padrao
% %o Yo
Total 100 100 100
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Tabela 1 - Demonstrativo da quantificagéo elementar em peso de analise em MEV/EDS de
biopolimero gelatinoso, biopolimero seco e cristal residual manguezal

Fonte: Prépria autoria.

A eletromicrografia/EDS apresenta o biopolimero gelatinoso em 50um textura
intrincica, destacando hifas de fungos de forma cilindrica e os elementos inorgénicos
(Figura 5A) com evidéncias da presenca de colageno ja citado nas analises de
organicos em FT-IR. Na Figura 5B MEV/EDS com mapeamento da composicao,
quantificacdo, mineral dos elementos cromoforos Cloro, Sodio devido a solucéo salina
mais os elementos Carbono, Oxigénio, Magnésio, Calcio.

Figura 5A e B. A - Eletromicrografia/EDS com imagem de hifa microbiana no biopolimero
gelatinoso em 50um, indicando as cores dos elementos inorganicos da parte tecidual do
produto. B) Espectro de microscopia eletrénica de varredura/EDS em BSE com a composi¢éo
mineral do biopolimero gelatinoso manguezal, destacando Cloro e Sédio, seguido de Carbono e
Oxigénio.

Autor: Dados da pesquisa.

O radical OH- & citado como altamente oxidante em reacbes rapidas e
inespecificas com distintos substratos, podendo assim potencialmente reagir com
todos os tipos indistintamente de moléculas biolégicas (AGUIAR; FERRAZ, 2007;
MYLONA; POLIDOROQOS, 2010). Em investigacdo a amostra biopolimero seco (Bio_
sec) (Figura 6ABC), apresentou em imagem de eletromicrografia hifas fungicas com
abertura cilindrica, visualizando textura tecida a nivel nanométrico.




0 Moy 3317

Figura 6BC — A Imagem de eletromicrografia apresenta hifas de fungos no biopolimero com
abertura cilindrica; B Imagem em SEI aumentada em x500 com 50pm; C Eletromicrografia/MEV

de hifa com aumento em x7.000 com 2um produzida pelos fungos.

Fonte: arquivo pessoal, dados da pesquisa.

Tal produto foi visualizado para estudo em SEIl imagem de eletromicrografia/
EDS, inicialmente em 50um depois em 2um garantindo uma boa imagem, mostrou
evidéncia de ser produzido a nivel molecular por retencéo e aglutinagdo de particulas.
Em um trabalho recente o autor observou em analise de microscopia eletrénica de
varredura, por eletromicrografia que a imobilizacdo € um método seguro no qual o
micélio fungico permanece no interior do granulo totalmente protegido (V.G. ELISEI, et
al, 2014).

Separacao e purificacao dos bioativos

Determinacao de proteina pelo método Bradford e Teste antimicrobiano.
Conforme adaptacédo (Jornal (anexo) EC 761/2009). Neste trabalho o reagente
Comassie Azul Brilhante foi utilizado para investigacdo de teste antimicrobiano e
investigacéo de teste de proteinas das amostras. Inicialmente foi feito um (1) litro de
solucao Tris (250 mg BSA m 100 mL — solucao Méae).

Curva de calibracao da proteina - As amostras foram analisadas em
espectrofotdbmetro UV-VIS Evolution 160 na absorvéncia de 595 nm, na concentragcéo
de 0,1, 5, 10, 20, 25 e 50 mg/L, subtraido o valor de absorvéncia do branco TRIS para
cada amostra.

Absorv -
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Figura 7. Grafico curva de calibragdo com dados de absorvéncia em 595 nm com célculo de
linha de tendéncia

Fonte: Prépria autoria.
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Inicialmente de posse dos dados obtidos na curva de calibracdo foram
processadas as amostras em Absorvéncia de 595 nm no espectrofotometro UV-Vis
com TRIS e 2,5 mL do Reagente Azul de Comassie e 0,5 mL da amostra (Método
Bradford (Jornal (anexo) EC 761/2009) no qual se obteve a concentracao proteica
de cada amostras. Preparou-se as amostras de 100 mg da amostra para 10 mL de
Tris = 10g/L. Foram tomados os apontamentos do pH e Condutividade das amostras
para teste de proteina. Obteve-se os apontamentos das amostras para determinacéo
de proteina pelo Método Bradford, absorvéncia em UV-VIS a 595 nm com reagente
Comassie e amostra diluida em Tris. Com o0s dados obtidos seguiu-se ao calculo da
Equacéao da Reta dos Padrbes Y = bx+ a.

Descricao Amostras Sigla N° amostra pH Condutividade
Mang Crist Biorrem M.CP.1 4 4.48 3.11 mS/cm
Cristal Manguezal 12 M.CR.1 7 5.87 14.83 mS/cm
Membrana seca Biopol M.BS.1 12 7.92 10.85 mS/cm
Membrana seca 11 M.BS.2 13 9.28 4.37 mS/cm
Biorremed Mang Sec12 M.SB 15 8.35 2.49 mS/cm
Biopol Nat Solu¢ aquos M.BG.1 20 8.80 4.09 mS/cm

Tabela 2 - Apontamentos de pH e condutividade das amostras teste proteina Método Bradford

Fonte: Prépria autoria.

O cristal manguezal apresenta um pH mais acido entre 4.48 a 5.87; isto se atribui
ao fato de ser um cristal de halita, com maior quantidade de sal NaCl em cada amostra,
com boa condutividade em mS/cm. Quanto ao biopolimero manguezal e membrana
seca, o pH se apresenta mais basico entre 7.68 a 9.28, com uma condutividade em
mS/cm, evidenciando mais condutividade.

Resultados para determinacao da proteina método Bradford — Dentre elas
com apontamentos da Absorvéncia em UV-VIS em 595 nm se destacaram positivo para
proteina pelo método Bradford Azul de Comassie em TRIS as amostras : a amostra
4, M.CR.1 com 1,308 nm o que corresponde a 81mg/L; A amostra M.BS com 1,222
nm corresponde a 64 mg/L, segue a M.BG com 1,114 nm correspondente a 45 mg/L.
Considera-se abaixo as 5 mg/L como inclusivo.

Testes antimicrobianos PCA em placas de Petri - Ap6s 3 dias as amostras
em placas de Petri incubadas na estufa foram analisadas visualmente. Se obteve os
resultados para o Teste antimicrobiano PCA purificacdo dos bioativos com bactéria
Escherichia coli em placas de Petri, amostra 4 (M.CR1) e amostra 7 (M.CR) e 12
(M.BS) manguezal; as amostras foram analisadas, visualmente e selecionadas para
cada grupo conforme crescimento bacteriano. Destacou-se a amostra cristal 7, e
amostra biopolimero seco 12, estas de anos anteriores, vindo assim a confirmar a
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atividade antimicrobiana dos bioprodutos.
Resultado do teste antimicrobiano com reagente Comassie analise visual
O inbculo bactéria E. Coli na placa de Petri, ao ser colocado entre os brancos
com o fundo de cartolina preta pode-se visualizar nitidamente que a bactéria foi inibida
em seu crescimento com espacos vazios, crescimento de forma nao uniforme (Figura
10A e B).

Figura 8 A B) Teste antimicrobiano PCA em placas de Petri com bactéria Escherichia coli
utilizando o instrumento L método riscado amostra 4 e 7 comparada com branco;

Fonte. Dados da pesquisa

4 | DISCUSSAO

ApOs caracterizagcdo em ambos 0s produtos, mostrou evidéncias de uma proteina
“amida” que norteia para investigagcbes mais aprofundadas. Esta proveniente do
processo de hidrélise e captura das substancias ciclisadas e gasosas na producéo de
biopolimeros formado por aminoacidos de microorganismos e vegetais com retencéao
e aglutinacdo das particulas de 6leo. Em Infravermelho, o biopolimero apresenta o
pico em 1634cm-1, C=0, atribuindo-se a possivel amida | (colageno) (YAKIMETS, et
al., 2005); na banda 1028 cm-1, C-O, atribui-se a ésteres e sulféxido e dos halogénios
de ClI, Br. Enquanto que o cristal residual apresenta banda C-N, 1560 cm-1 atribuida a
amida Il, esta surge na sequéncia dos modos normais de vibragéo C-N-H e estiramentos
C-N dos peptideos, podendo conter ligagdes peptidicas; atribuem-se as presencas de
olefinas, fenilalanina e tirosina, respectivamente (PENTEADO, et al., 2008); Os perfis
espectrofotométricos para cristal residual foram de Aexc. 193" nm e Aemis. 273nm
para o biopolimero, Aexc. 250" nm e Aemis. 360" nm e sdo compativeis com proteina,
confirmando os estudos quimicos. Em analise por MEV o biopolimero concentrou alto
indice de carbono inorganico num percentual que se verifica nas imagens de BSE, em
MEV 86.73 Wt%; este resultado contribuiu para o depésito de Propriedade Industrial -
Pl UFBA- (Pl BR 1020140192018).

No teste antimicrobiano PCA, com maior potencial antimicrobiano, foram amostras
4 e 7, cristal residual, sdo as que contém maior poder de inibicdo para a bactéria E. coli.
No teste antimicrobiano com reagente Comassie analise visual, verificou-se em lupa e
microscoépio, visualizando positivo para o cristal residual. A determinacéo de proteina
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pelo Método Bradford foi positiva para o cristal proteico manguezal (M.CP.1) foi de
81 mg/L; para o biopolimero seco manguezal (M.BS.1) foi de 45 mg/L; manguezal
sedimento biorremediado (M.SB) foi de 64 mg/L; manguezal biopolimero gelatinoso
(M.BG.1) 45 mg/L, de proteina por litro.

51 CONCLUSOES

Assim, em um primeiro aspecto, apresenta um produto biopolimero gelatinoso
que disponibiliza um tecido microbiologico resistente. No biopolimero seco em
infravermelho apresenta a banda 1634 cm™', C=0, referente um grupo proteico amida,
possivelmente colageno. Por imagem de eletromicrografia com aumento em x7.000,
com 2um apresenta hifas tecidas intrinsicamente produzida pelos fungos no biopolimero
com abertura cilindrica, podendo ser utilizada na imobilizac&o microbiana para uso em
biotecnologia por ser um método seguro. Em um segundo aspecto, viabiliza o processo
de transferéncia de elétrons ferro/enxofre possibilitando a formagdo de compostos
organicos entre peptideos e proteinas produtoras de biomassa. Confere um produto
biopolimero emulsificado em solugdao salina com moléculas e elementos minerais
essenciais bioativos organicos, como colagenos e glutamato neurotransmissor,
antioxidante, os quais se espera direcionar sua aplicacédo para a area de cosméticos
e farmacos. Quanto ao cristal residual demonstrou que através da biorremediagcéao
foi possivel a purificacdo de carbono mineral com alto indice de concentracdo num
percentual de 86.73 Wit% por microscopia eletrbnica de varredura que contribuiu
para o depésito de Propriedade Industrial. O que sugere um estudo de nanostubos
de carbono e ou nanoparticulas, a nivel molecular. Com base nos ensaios descritos,
ficou confirmada a presenca de atividade antimicrobiana com inibicao para a bactéria
Escherichia coli por teste PCA e com reagente Comassie e aplicacédo do protocolo
de identificacdo pelo método Bradford. Isto se atribui a presenca de Oxido de ferro e
metaldides no processo bioquimico com a ricina de mamona com seus alerginosios
e 0s agentes microbianos fungos desenvolvendo moléculas antimicrobianas quando
em ambiente de estresse para sua defesa. No teste de proteina Método Bradford o
éxito foi confirmado, visto o resultado analitico de outras caracterizagdes, comprovado
pelo cristal proteico residual, com concentracdo de 81 mg/L, positivo. Portanto, se
conclui que o processo de biorremediacdo com a produgao de biopolimeros e bioativos
cristalizados antimicrobianos cria possibilidade de investimentos mais contundentes
para viabilizar aplicagcdo em area da saude, farmacos e cosméticos contribuindo nos
processos biolégicos e biotecnoldgicos.
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