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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 6

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR
DE FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DA
ESPECIE AMAZONICA MYRCIA GUIANENSIS E SUA
TOLERANCIA AO ENDOSULFAN

Ana Milena Gémez Sepulveda

Universidade do Estado do Amazonas, Escola
Superior de Ciéncias da Saude, Escola Superior
de Tecnologia

Manaus — Amazonas
Sergio Duvoisin Junior

Universidade do Estado do Amazonas, Escola
Superior de Tecnologia

Manaus - Amazonas
Patricia Melchionna Albuquerque
Universidade do Estado do Amazonas, Escola

Superior de Ciéncias da Saude, Escola Superior
de Tecnologia

Manaus - Amazonas

RESUMO: O Endosulfan é um inseticida e
acaricida organoclorado, de amplo espectro
nao seletivo, que foi amplamente utilizado em
todo o mundo para o controle de pragas em
culturas agricolas. Embora atualmente seu uso
esteja proibido, ainda se encontram pequenas
quantidades deste agrotdxico nos solos e nos
recursos hidricos, 0 que apresenta um risco
a saude humana e ao meio ambiente. Os
fungos endofiticos sdo aqueles que colonizam
os tecidos internos das plantas, e por meio da
producdo de moléculas tensoativas, podem
ser uma alternativa na biodegradacéo do
Endosulfan. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi selecionar fungos endoéfitos tolerantes ao
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Endosulfan produtores de biossurfactantes.

Foram reativados 12 fungos endofiticos
isolados de caule, folha e raiz da espécie
amazonica Myrcia guianensis. Os fungos foram
inoculados em agar Czapek, suplementado
com Endosulfan a 50 e 100 pyg/mL. Os fungos
tolerantes foram estimulados para a producéo
de biossurfactantes em cultivo em meio
liquido contendo 6leo de soja como fonte de
carbono. Oito fungos se mostraram tolerantes
ao agrotéxico e destes, dois foram capazes de
reduzir a tenséo superficial do meio de cultura
em 39%, e 42%, com indices de emulsificagao
de 12% e 25%,

confirma a producéo de biossurfactantes. Estes

respectivamente, o que

dois fungos mostraram potencial para degradar

ou transformar contaminantes orgéanicos
acumulados no ambiente como o Endosulfan,
e podem ser avaliados em processos de
biorremediagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Endéfitos, Endosulfan,

Moléculas tensoativas, Biorremediacéo.

ABSTRACT: Endosulfan is a non-selective,
broad-spectrum organochlorine insecticide and
acaricide popularly used worldwide for pest
control in agricultural crops. Despite the fact that
its use has been prohibited, it is still possible to
find small amounts of this pesticide in soils and
water resources. This presents a risk to human
health and to the environment. Endophytic fungi
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colonize the internal tissues of plants, and via the production of tensoactive molecules,
they may be an alternative for the biodegradation of Endosulfan. Therefore, the objective
of this work was to select Endosulfan tolerant fungi that produce biosurfactants. Twelve
endophytic fungi isolated from the stem, leaf and root of the Amazon species Myrcia
guianensis were reactivated. The fungi were inoculated in Czapek agar, supplemented
with 50 or 100 pg/mL Endosulfan. Tolerant fungi were stimulated to produce
biosurfactants in a liquid medium culture, containing soy oil as a carbon source. Eight
fungi were tolerant to the pesticide and, of these, two fungi were able to reduce the
surface tension of the culture medium in 39% and 42%, presenting 12% and 25% of
emulsification index, respectively. These two fungi showed a potential to degrade or
transform organic contaminants such as Endosulfan which had accumulated on the
environment and may be evaluated into bioremediation processes.

KEYWORDS: Endophytic fungi, Endosulfan, Tensoactive molecules, Bioremediation.

11 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo moléculas tensoativas produzidas por bactérias, fungos,
plantas, animais e pelo ser humano (BOGNOLO, 1999; BRUICE, 2006). A produgéo de
biossurfactantes pode ser induzida por diversos substratos, tais como agucares, 6leos,
alcanos e residuos (LIN, 1996). Podem ser agrupados segundo a sua origem, peso
molecular, propriedades fisico-quimicas, modo de agdo, composi¢ao quimica e origem
microbiana (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). As principais classes englobam os
glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipideos, acidos graxos, surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (BIERMANN et al.,, 1987; DESAI, BANAT,
1997; NITSCHKE, PASTORE, 2002). Seu uso tem diversas vantagens e aplicacdes
nas industrias, devido a sua tolerancia a temperatura, pH, forgca i6nica, potencial de
degradacgdo, baixa toxicidade, disponibilidade, especificidade e biocompatibilidade
(SARUBBO et al., 2012; SARUBBO et al., 2015).

Diversos fungos vém sendo relatados como produtores de biossurfactantes, que
podem apresentar propriedades emulsificantes (SENA, 2013; SILVA, 2015; SANCHES,
2016). Ja os fungos endofiticos, possuem potencial de sintese de moléculas com
atividade biol6gica, que sao de interesse na relagdao endofitico-hospedeiro, gerada a
partir da coabitacéo e co-evolugdo (MORICCAe RAGAZZI, 2008). Esse relacionamento,
influencia na capacidade dos fungos endofiticos de produzir os mesmos metabolitos
bioativos das plantas hospedeiras (STROBEL et al., 2004; CHAPLA et al., 2013).
Portanto, a procura por fungos endéfitos isolados de plantas tropicais, com a
capacidade de produzir biossurfactantes, que por sua vez, possam ser utilizados na
biorremediacdo de ambientes contaminados com agrotoxicos é de grande relevancia.

A Regido Amazébnica Brasileira se caracteriza por possuir uma ampla
biodiversidade e multiplicidade de sistemas, onde as plantas tropicais s&do de amplo
interesse devido a variedade dos metabdlitos bioativos que elas apresentam. A espécie
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Myrcia guianensis, conhecida popularmente como pedra-hume-caa, se encontra
distribuida nas regides tropicais e subtropicais, envolvendo entre 3.100 e 4.600
espécies, que estao distribuidas em 144 géneros (RIBEIRO et al., 1999), esta espécie,
tem despertado interesse pela variedade de compostos bioativos que possui nos 6leos
essenciais, nas flores, galhos e folhas (ZOGHBI et al., 2003; LIMBERGER, SOBRAL,
HENRIQUES, 2004), além de apresentar propriedades anti-hemorragicas (SOUSA et
al., 2013) e alguns dos seus fungos endofiticos apresentarem atividade antimicrobiana
(BANHOS et al., 2014), bem como a producéo de moléculas tensoativas (SILVA, 2015).

Dentre os agrotoxicos mais utilizados no mundo, se encontra o Endosulfan
(6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,3,4-benzodioxatiepin-
3-6xido), inseticida organoclorado de amplo espetro ndo-seletivo (ARSHAD, HUSSAIN,
SALEEM, 2007). Possui formula molecular C;H,CI,.O,S e massa molecular de 406,95
g/mol. Sua preparacéo consiste em dois isémeros, a-endosulfan e B-endosulfan
na proporcéo de 7:3, com uma solubilidade em agua de 0,63 mg/L para a mistura
dos isdbmeros (JEN-NI et al., 2005; ARSHAD, HUSSAIN, SALEEM, 2007; RAUF et
al.,, 2012). O Endosulfan foi amplamente utilizado na agricultura para o controle de
milho, algodao, vegetais, frutas, graos, sementes oleaginosas, café e tabaco, entre
outras culturas (WEBER et al., 2010) até 2012, quando na Convengéo de Estocolmo
(STOCKHOLM CONCENTION), este agrotéxico foi incluido na lista de poluentes
organicos persistentes (POPs), devido a sua alta persisténcia nos ambientes e a
auséncia de controle por parte dos 6rgaos competentes. Embora o Endosulfan esteja
proibido, ainda tem se encontrado residuos no ambiente e nos animais (WANG et al.,
2017; HUNT et al., 2016; ROMA et al., 2017). Assim, o objetivo do presente estudo foi
selecionar fungos endofiticos isolados da espécie amazdnica M. guianensis tolerantes
ao Endosulfan e produtores de biossurfactantes.

2 | MATERIALES E METODOS

2.1 Micro-organismos

Os fungos endofiticos de M. guianensis utilizados neste trabalho foram isolados
do material vegetal coletado por Banhos (2011) na Comunidade de S&o Pedro,
localizada no municipio de Santarém/Para, em fevereiro de 2009. Foram reativados
doze (12) fungos endofiticos isolados de caule, folha e raiz, em agar batata dextrose
(BDA), que se encontravam conservados conforme a metodologia de Castellani (1939).
Estes isolados foram previamente selecionados por Silva (2015) como produtores de
moléculas tensoativas.

Os fungos endofiticos que se mostraram tolerantes ao Endosulfan foram
identificados em nivel de género por meio de analises micromorfologicas.
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2.2 Ensaio de Tolerancia ao Endosulfan

Os fungos foram inoculados no meio de cultura agar Czapek (CzP) suplementado
com duas concentra¢des de Endosulfan: 50 pyg/mL e 100 yg/mL. Em seguida, foram
incubados em estufa tipo BOD, a 28°C por 5 a 7 dias, até observar-se crescimento.
Os fungos que apresentaram maior toleréancia ao composto foram utilizados para a
producao de biossurfactantes. Os testes foram feitos em triplicata.

2.3 Producao de Biossurfactantes

A producéo de moléculas tensoativas foi realizada em meio liquido (JACOBUCCI,
2000), suplementado com 0,5 g/L de 6leo de soja previamente filtrado em membrana
tipo Whatman (0,45 ym PVDF). Os fungos foram inoculados na forma de uma
suspensao de esporos (2,0 x 108 esporos/mL) e cultivados por 8 dias em incubadora
tipo shaker a 28°C e 170 rpm.

2.4 Métodos Analiticos

Para avaliar a produg¢do de biossurfactantes fungicos, foi determinada a tenséo
superficial (TS) do meio, pelo método de anel de Du Nouy (1925), utilizando 30 mL do
sobrenadante livre de células para cada fungo previamente cultivado na presenca de
Oleo de soja. As amostras foram analisadas no tensiémetro (Kriiss-K20) para entéo ser
calculada a redugéo da tensado superficial ao longo do tempo de cultivo.

O indice de emulsificagao (E,,) foi calculado seguindo a metodologia descrita
por Cameron Cooper e Neufeld (1988), com modificagdes. Foram utilizados 6 mL de
solvente (querosene) e 4 mL de cada fracao filtrada do meio de cultura livre de células,
os quais foram misturados em agitador tipo vértex por 2 minutos, sendo posteriormente
deixadas em repouso por 24 horas a temperatura ambiente. Por fim, o E,, foi calculado
pela seguinte formula:

Altura da camada de emulsio
E.,, = =100
Altura total

Quanto maior o indice de emulsificacdo, maior a atividade emulsificante do
surfactante estudado (PORNSUNTHORNTAWEE et al.,, 2008). Foram realizadas

duas medicbes da TS e do E,,, apbs 3 e 8 dias de cultivo em meio liquido. Todos os

247
testes foram feitos em triplicata. Determinou-se também o indice de emulsificacdo do

dodecilsulfato de sodio (SDS), surfactante sintético, a 1% para fins de comparacéao.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 12 fungos endofiticos testados na presenga de Endosulfan, 8 se mostraram
tolerantes ao agrotdxico na concentracao de 100 mg/mL (Figura 1).
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Identificacdo Agar Czapeck + Agar Czapeck +

dos funaos Agar Czapeck Endosulfan Endosulfan
’ (50 pg/mL) (100 pg/mL)
o . . .
o . . N
o . . )
MgCe 2.2.1 . . NT
o . .
- . .
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MgCe 3.3.1

MgR 3.1.3

MgRe 1.1.2

MgRe 1.3.2

MgRe 2.1.1

MgRe 2.3.1

Controle*

Figura 1. Crescimento dos fungos endofiticos de Myrcia guianensis em agar Czapek
suplementado com 50 e 100 pg/mL de Endosulfan.
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MgC: isolado do caule; MgCe: isolado do caule exposto; MgR: isolado de raiz; MgRe: isolado de raiz exposta. NT:
Nao Testado. *Fungo Phanerochaete chrysosporium ATCC24725.

Assim como pode ser observado na Figura 1, dentre os 8 fungos endofiticos
tolerantes ao Endosulfan a 100 mg/mL, 6 apresentaram maior crescimento do que o
fungo controle P. chrysosporium ATCC 24725. Este € um resultado interessante, uma
vez que o fungo controle ja vem sendo utilizado como degradador deste xenobidtico
(AUST, 1990; KULLMAN e MATSUMURA, 1996; KIM, KIM, CHOI, 2001; KATAOKA,
TAKAGI, 2013).

Uma vez selecionados os fungos com tolerancia ao Endosulfan, foi avaliada a
producao de biossurfactantes por meio de medidas da tenséo superficial e do calculo
do indice de emulsificagdo (Tabela 1). A média da tenséo superficial da dgua ultrapura
Mili—-Q foi de 71 mN/m, e a média da tensao superficial do meio de cultura utilizado
para a producao de biossurfactantes foi de 58,0 mN/m.

Como pode ser observado na Tabela 1, os valores de E,, obtidos para os
meios de cultivo apds 8 dias foram baixos, sendo os maiores valores de 12% para
0 meio de cultivo do fungo MgRe 2.1.1 e de 25% para o do MgRe 1.1.2. O indice de
emulsificacdo encontrado para o SDS a 1% foi igual a 72%. Estes resultados sugerem
que os biossurfactantes produzidos possuem baixa massa molecular, uma vez que
moléculas que apresentam propriedades emulsificantes apresentam elevada massa
molecular (RON e ROSENBERG, 2002).

Os fungos produtores de moléculas tensoativas que mantiveram reduzida a
tensao superficial durante os 3 e 8 dias de experimento foram considerados como 0s
mais promissores. Observou para o meio de cultivo do fungo MgRe 1.1.2, uma TS de
35,1 ede 37,8 mN/m, aos 3 e 8 dias, respectivamente. Para o meio de cultivo do fungo
MgRe 2.1.1, a TS medida foi de 33,2 e 36,4 mN/m aos 3 e 8 dias, respectivamente.

Tolerancia ao

Endosulfan Producao de Biossurfactantes
(100 pg/mL)
Fungos Endofiticos Dia 3 Dia 8
TS E,, (%) TS E,,
(mN/m) (mN/m) (%)
MgC 3.1.2 - NT NT NT NT
MgC 3.2.2 - NT NT NT NT
MgCe 1.1.2 - NT NT NT NT
MgCe 2.2.1 - NT NT NT NT
MgC 3.1.1 + 35,2 0 41,4 8
MgCe 2.3.1 + 41,0 0 52,3
MgCe 3.3.1 + 33,6 0 50,9
MgR 3.1.3 + 33,4 0 58,1
MgRe 1.1.2 + 35,1 6 37,8 25
MgRe 1.3.2 + 40,7 0 40,2 9
MgRe 2.1.1 + 33,2 0 36,4 12
MgRe 2.3.1 + 60,0 0 61,9 0

Tabela 1. Tenséo superficial e indice de emulsificacdo dos meios de cultivo dos fungos
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endofiticos isolados de Myrcia guianensis tolerantes ao Endosulfan.

MgC: isolado do caule; MgCe: isolado do caule exposto; MgR: isolado de raiz; MgRe: isolado de raiz exposta. TS:
Tenséo Superficial. E,,: indice de emulsificagéo. NT: N&o Testado.

Os fungos MgRe 1.1.2 e MgRe 2.1.1, isolados da raiz exposta da M. guianensis,
apresentaram uma reducéo de tenséo superficial de 39%, e de 42%, respectivamente,
apos 3 dias de cultivo em meio liquido. A reducao na TS foi significativa, considerando
o curto tempo de cultivo, sendo estes fungos, portanto, selecionados como os mais
promissores para serem empregados em processos de biorremediacdo de cursos
d’agua contaminados com Endosulfan.

Segundo Deleu e Paquot (2004), a reducéo da tenséo superficial ou interfacial &
considerada o principal parametro para detec¢cdo de um composto tensoativo em um
determinado meio. Pir6llo (2006) verificou reducao na tensao superficial de 36,5% na
producéo de biossurfactante bacteriano, utilizando 30% de 6leo diesel como substrato.
Barbosa (2011) avaliou a TS de um fungo degradador de madeira durante 30 dias de
cultivo na presenca de Oleo de soja e verificou reducao 35,1%. Estes resultados sé@o
comparaveis aos observados no presente estudo.

Desta forma, constatou-se que 8 dos 12 fungos endofiticos avaliados tém
tolerancia ao Endosulfan nas duas concentracdes testadas. Apds identificacao
micromorfoldgica, verificou-se que os endofitos tolerantes ao agrotdxico pertencem
aos géneros Penicillum e Aspergillus. Destes, dois fungos do género Penicillum foram
capazes de produzir moléculas tensoativas, alcancando tensées superficiais menores
a 40 mN/m em poucos dias de cultivo em meio liquido. Assim, verifica-se que fungos
endofiticos da planta tropical M. guianensis sao potenciais produtores de moléculas
tensoativas, uma vez que, segundo Haba et al. (2000), os micro-organismos ditos
bons produtores de biossurfactantes sdo capazes de reduzir a tenséo superficial a 40
mN/m ou menos.

Na continuagdo deste estudo se espera realizar a caracterizagao dos
biossurfactantes produzidos para serem entdo testados na biodegradacdo de
poluentes organicos persistentes, com a finalidade de contribuir com novas estratégias
para processos de biorremediacdo de solos e recursos hidricos contaminados com
xenobidticos.

41 CONCLUSOES

Observou-se que os fungos endofiticos de M. guianensis apresentaram
tolerancia ao Endosulfan e capacidade de produzir moléculas tensoativas. Além disso,
dois isolados da raiz exposta apresentaram maior reducao da tensdo superficial e
maior indice de emulsificacdo, sendo considerados 0s mais promissores para serem
aplicados em futuros processos de biorremediacéo.

A procura por estratégias que auxiliem na biorremediacdo de ambientes
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contaminados por poluentes orgénicos persistentes como o Endosulfan é de grande
interesse para a agricultura, uma vez que pode contribuir para a recuperagcao dos
solos e recursos hidricos contaminados através de alternativas sustentaveis, utilizando
recursos bioldgicos, evitando prejudicar ainda mais a integridade da biosfera. Portanto,
a utilizacao dos fungos endofiticos e sua maquinaria metabdlica como ferramenta
biotecnolégica para produzir biossurfactantes, surge como uma alternativa eficaz e
sustentavel que deve ser investigada.
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