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INTRODUGCAO

O que é e a importdncia da biorremediacdo
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O QUE E BIORREMEDIAGCAO?

BIO = vida REMEDIAGCAO = acio de remediar

e Remover contaminantes toxicos
e Processo natural - Bactérias, fungos e plantas
e Processos metabolicos

o  Equilibrio ecologico

e

REMEDIAR = reparar, atenuar

Carolina 4



IMPORTANCIA DA BIORREMEDIACAO .

e Degradacao de compostos toxicos @

Causa menos poluicao secundaria;

Consegue degradar substancias nao captadas por ETE's e ETAS;

Regenera os ecossistemas originais de forma equilibrada;

e  Gera menos ou nenhum tipo de poluicao secundaria. //-oQ>
o=zf
Q CO Biomassa
\@/ + — 2
>< Agua Sais minerais

Poluente Microorganismo

Karine b5



.‘ ¢ LIMITACOES DA BIORREMEDIACAO

NAO BIODEGRADAGCAO &%¢ & PROCEDIMENTO INTENSO
JC
Existem compostos que ndao sao - 1 Deve ser direcionado para condicdes
acessiveis a biodegradacao especificas (muito estudo)
METABOLISMO TOXICO %J ;¢( FATORES
Em alguns casos ha producao Muitos fatores precisam ser
de metabolismos toxicos considerados na sua aplicacao

- ._. Carolina 6



’;

1.| Nutrientes

FATORES DA BIORREMEDIAGCAO o

3.| Temperatura
§

4.| Fonte de energia

%@

Aceptores de elétrons

V A \/
CXoX
X

Metabolismos inibidores

s

Carolina 7



IN SITU

Tratamento do material contaminado no préprio
local.

Nao é necessario transportar o material.

Baixo custo e a possibilidade de tratamento de
grandes areas.

O tratamento € mais lento.

TIPOS DE BIORREMEDIAGAO

EXSITU

Tratamento do material contaminado num local diferente de
sua origem.

Ela e utilizada quando ha risco de propagar rapidamente a
contaminacgao. .

v
.

- Karine 8



"‘Biorremediacao passiva ou
intrinseca’. A descontaminacao
e lenta.

BIOAUMENTAGCAO

Uso de microrganismos com
alto potencial de degradacao
dos agentes contaminantes.

IN SITU

— ATENUAGAO NATURAL — BIOESTIMULAGAO

Estimula-se a atividade dos
microrganismos ao se adicionar
nutrientes organicos e
inorganicos no local
degradado.

FITORREMEDIAGCAO

LANDFARMING

Aplicagao periddica de residuo
oleoso com alta concentracao de
carbono organico no local
degradado.

Estimula-se a atividade dos
microrganismos ao se adicionar
plantas no local degradado.

Karine 9



COMPOSTAGEM ]

Utilizada para tratamento do solo
contaminado. Transformacao da poluicao em

materia organica, CO2 e H20

EXSITU

BIORREATORES

Uso de grandes tanques fechados, onde
se coloca o solo contaminado e
mistura-se com agua.

Karine 10
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CONTEXTUALIZACAO

Impactos dos fendis no ambiente e caracteristicas da sua molécula

Maria 11



A MOLECULA

OH

FUNGCAO ORGANICA

Possui a hidroxila ligada
ao anel aromatico

I

g

X))
CeMeQ o1
Fenol simples

p NOMENCLATURAS

Pode ser chamado de
hidroxibenzeno, acido
fénico e benzenol

Maria 12



° »
“ PROPRIEDADES DO FENOL

1.| SOLIDOEINCOLOR  3.| CARATERACIDO 5.| SOLUBILIDADE
A maioria € solida, mas o Sofrem ionizacao em agua e O benzenol € soluvel, mas
fenol simples é liquido na liberam H,O". outros monofenois sao
temperatura ambiente. insoluveis ou muito pouco
soluveis.

2.| TOXICO E CORROSIVO 4.| PONTE DE HIDROGENIO 6.| POLARIDADE

Parou de ser usado como Ligacao intermolecular forte. Monofendis sao polares, mas
antisséptico. alguns difendis sao apolares.

Maria 13



| ’
Propriedades '

Fisico-Quimicas do
Fenol

pH 6,0
pKa SRS

Solubilidade 0,083 g/1gH20

Peso 94,11 g
Molecular mol!
Temperatura 181,8°C

de Ebulicao

Informacdes retiradas da tese de Daniel
Floréncio Filho - Fonte : CETESB

Maria 14



DERIVADOS DO FENOL

OH OH
OH OH
OH
OH OH

- fenol comum -1 2-diidrdxi benzeno -1 3-diidrdxi benzeno -1 4-diidrdxi benzeno
- acido fénico - orto-diidrdxi benzeno - meta-diidrdxi benzeno - para-diidrdxi benzeno
- hidréxi benzeno - catecol - resorcinol - hidroguinona
- pirocatecol
CH, CH, OH
CH,
OH
OH OH

- 2-hidréxi tolueno - 3-hidréxi tolueno - 4-hidrdxi tolueno - 0. - haftol

- orto-hidrdxi tolueno - meta-hidrdxi tolueno - para-hidrdxi tolueno - g, -hidréxi naftaleno

- orto-cresol - meta-cresol - para-cresol

Maria 15
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Considerado um poluente
organico emergente.

Encontrado em germicidas,

pesticidas, desinfetantes,
fungicidas, drogas e
plasticos.

O FENOL E O MEIO AMBIENTE

Liberado no ar por
sistemas de
ventilacao.

N

Presente em rejeitos
industriais e
domesticos.



FENOL NA NATUREZA

Carqueja Cravo-da-india
O' CH30©/\/
OH HO
Carquejol Eugenol
2-isopropenil-3-metilfenol
Gengibre Vanilla planifélia Orégano
o
“ )
O OH 9 ’ CHs )
o P L OCH; | oH A ’} »
OH : W
()CH3 HsC CHs "‘

[6]-gingerol Vanilina

Timol
Esséncia de baunilha Esséncia dvhilho ./.
Maria 17
- ._‘
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IMPACTOS NO MEIO AMBIENTE C

CONTAMINA(}AO — TOXICIDADE EM — MORTE DE ORGANISMOS
DA AGUA ANIMAIS E PLANTAS CONTAMINADOS
Decorrente do lancamento Genotoxidade, Provoca hemolise e acao

de efluentes por industrias. mutagenicidade e

@)

efeitos hepatotoxicos.

paralisante dos mecanismos

Qneuromusculares.

CONTAMINAGAO DO BIOACUMULAGAO

SOLO

Pode ocorrer vazamento
durante producao e
transporte.

Acumula na gordura
dos peixes, afetam
gosto e odor.

Maria 18



TEORES MAXIMOS DE FENOIS EM AGUA .

Tipo de dgua Descricio Fenois
Totais

Doce - Classe | Abastecimento para o consumo humano, prote¢do de comunidades 0,003 mg L™
aquaticas; recrea¢do de contato pnmano, imgacio de hortaligas,
Doce - Classe 3 Abastecimento para o consumo humano; irngagdo de culturas 0,0l mg L™
arboreas, cerealiferas e forrageiras; pesca amadora; recreagio de
contato secundarno; dessedentagiio de ammais.
Salina - Classe | Recreagdo de contato prnimano; protegdio de comunidades aquaticas, 0,06 mg L™
aquicultura ¢ pesca.
Salobra - Classe | Recreagdo de contato primario; protegdio de comunidades aquaticas, 0,003 mg L™
aquicultura e pesca; abastecimento para o consumo humano,
ingagdo.
Efluente Quaisquer fontes poluidoras que langam residuos em corpos de 05mglL”!
. dgua.

* substdncias que reagem com 4-aminoantipirna [17)

Quadro retirado da tese de Daniel
Floréncio Filho - Fonte : CETESB

Maria 19
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ESTUDO DE CASO

Analise de tese

Carolina 20
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|

TESE ANALISADA

— Biorremediacao de fenol em meio aquoso por fungos
endofiticos de videira

por Daniel Floréncio Filho
— Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB

— Programa de pos-graduacao em quimica

@
S




g
» TOPICOS ABORDADOS NO
ESTUDO DE CASO

1. O fungo 2. Materiais e Métodos 3. Resultados
CI:O_rOCter'/SJFiCCfS_ﬂSiCOS’ Métodos empregados na Resultados obtidos apds
quimicas e, l?|o|og|cgs _do pesquisa - desenvolvimento do o desenvolvimento da
fungo endofito de videira experimento para obtencdio dos pesquisa
resultados

%} él]l]l]l]-: »
< o



O FUNGO

Carolina 23



." FUNGOS FILAMENTOSOS -

gg pHentre 1,bell
MICELO

Conjunto de hifas

Multicelulares e assexuados

w

MICELO REPRODUTIVO

Micelo aéreo que sustenta o
corpo de frutificacdo

@
HIFAS

Cenociticas - Mastigomycota e
Zygomycota.

Septadas - Ascomycota,
Basidiomycota e Deuteromycota

Carolina 24




FUNGOS FILAMENTOSOS ENDOFITICOS DE VIDEIRA

@ 54 isolados
@ Videira localizada em Diamantina - Minas Gerais ﬁ

o®

g% Colecdo - LPNBio do CEPEQ, campus de Itapetinga, Bahia

o, o ¢

Carolina 25



MATERIAIS E
METODOS




SELEGCAO PRIMARIA DOS ISOLADOS A
g™

q Exclusdo de isolados que ndo resistem @
Meio sdlido enriquecido com fenol

toxicidade do poluente

Fenol Incubamento - 5 dias a temperatura

cristalizado _
ambiente (T = 27°C)

Meio de cultivo - Batata, Dextrose e Agar

S

ﬁ Concentracdes de Fenol - 200mg Lt e 700 mg L
- Carolina 27



SELECAO SECUNDARIA DOS ISOLADOS r 0y

Sistema de analise de biorremediacao do fenol

Solucao de fenol - Concentragao

de 500 mg L™

g™

Isolado pré-selecionado

[—> Repicados em meio BDA

Submetidos a crescimento

&‘— por sete dias

—> 10° esporos mL™

Carolina 28



SELECAO SECUNDARIA DOS ISOLADOS ' 0y

20 mL da solucao )
de suspensao de
Isolados

esporos (SSE)

e Selecionados, testados e analisados em

triplicata.

e Incubadas sob temperatura de 30°C e a 150

J 37 rpm em incubadora por 25 dias.
> 50 ml de solugao do SMC Caroling 29




‘ # PERFIL DE DEGRADACAO DE FENOL
-

Aliquotas para analise de Identificagao do fenol — metodologia de Wettasinghe e Shahidi (RFC)
cinetica de degradacao

0,250 mL do meio de fermentacao

0,250 mL do RFC

0,500 mL de solucao aquosa saturada de NaHCO3

 Z Z0

5 mL de agua destilada

Submetido a agitagao

Ficou 25 minutos em repouso € sob luz .

Leitura em espectrofotometro UV-Visivel

@

>
Meio de fermentacao '. - Qr;lino 30
- -



PERFIL DE DEGRADAGAO DE FENOL

Espectrofotometro

Curva analitica construida com as concentracoes:

0,300 gL*
0,400 gL™
0,500 gL™*
0,800 g L™
0,900 g L™
1,000 gL™*

=

Uso do

fenol cristal

N

Curva de calibracao de concentragoes de fenol

0.3
0,28 -
0,26
5 024
2022
<«
£ 02
=
Z 0,18
“ots 0,1545x +0,1253
y=y, x+0,
0.14 R?=0,9947
0,12
0,1 : : : : .
0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 L1
Concentracio de fenol (g L)
Resultados - grafico da relacao entre »

absorbancia e concentragoes de fenol

~



POTENCIAL DE ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE -
g™

-, Reacao:
Isolado de melhor agente biorremediante ® 100 pl do caldo fermentado
\ e 800 uL de tampao acetato de sodio -
Determinacao da atividade de lacase produzida concentracao 170 mM L™
pela oxidacao do: e 100 pL de solucao de ABTS -

concentracao 5 mM L™

Ho_ ,° N
>s// G . % Temperatura ambiente (T=27°C)
S

Leitura

’ NH; e Espectrofotometro (comprimento de

onda de 420nm) apos 5 minutos

ABTS-acido 2,2'-azino-bis )
Carolina 32




POTENCIAL DE ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE A

Posteriores ensaqios:

e Utilizado o tempo de melhor resposta enzimatica de 20 dias de fermentacao

Calculo da atividade enzimatica:

e Uso da seguinte equagao

AE - 10°©
€420 ' AT

A =

S

=

A - atividade da lacase (UImL™)
AE = crescimento do comprimento de onda
€420 = absortividade molar (36000 M*cm™)

AT =tempo (min) para a reacao ocorrer.

Carolina 33



TERMOESTABILIDADE ENZIMATICA

% § Aliquota de 10 mL da amostra @ﬂ

Metodo de variagao de temperatura — a cada 10°C

Faixa entre 40°C e 70°C

Variando o tempo de permanéncia entre 0 e 30 minutos

A cada 10 minutos de tratamento térmico

e dosada a atividade enzimatica residual de 55 |‘§;[|
=

lacase
» Karine 34
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DETERMINAGAO DE pH OTIMO PARA ATIVIDADE

." ENZIMATICA »
Testados os pHs:

Adicao de;

3.0
\ 12mL de solucao

tampao acetato 200 mM nos pHs

' Agitacao com temperatura controlada
A Analisar a atividade da lacase

Karine 35
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PERFIL DE DEGRA'DA(}AO DO FENOL APLICANDO CONDIGOES ‘ ‘. .
OTIMAS DE FERMENTAGAO w

Inoculado em pH e temperatura ideais para crescimento e

producao enzimatica

N OH

Foi avaliada a resisténcia do

microrganismo frente a diferentes

Concentracoes de fenol - .
concentragdes do analito

presente no meio numa faixa de

0,065gL*e20glL™

S

» Karine 36



DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE MICHAELIS-MENTEN (K ) E &
DA VELOCIDADE MAXIMA DE REAGAO (V ) ¢

g™

e Constante de Michaelis e Método de quantificacao linear
— E gerada uma curva de saturacdo da — Os valores de concentragao e atividade
enzima versus a concentracao de substrato enzimatica sao invertidos, dando origem a
de carater hiperbolico um grafico linear
_ V.max - [S,] i Ky 1 1
s e e . +
Km W [SO] V = volts 4 Vmax [So] Vmax V = volts
V. = Velocidade maxima de V., . = Velocidade maxima de
reagao (g.L*min™) reagao (g.L*min™)
[S ] = concentracao inicial de [S_] = concentragao inicial de
substrato (g.L™) substrato (g.L™)
K_, = constante de Michaelis (g.L™ K., = constante de Michaelis (g.L™)

Karine 37



DELINEAMENTO E OTIMIZAGAO EXPERIMENTAL ' oy

Uso de Software para delineamento e otimizacao

%U >

Seguiu-se 0 modelo que representa as duas variaveis independentes ‘e

Mais quatro ensaios axiais

o  simulando condicoes extremas de analise \

pH e % de NaCl foram estudados — adotou o DCCR de ordem 22,

S,

Karine 38



RESULTADOS

Maria 39



’. SELECAO PRIMARIA DOS ISOLADOS »

2
54 ISOLADOS

Avaliacdo quantitativa
do crescimento.

oy %58
14 ISOLADOS ISOLADOS 27 E 46
Crescimento regular de Ndo conseguiram se
colénias nas duas e desenvolver.
Concentrogées. onte. lese ae banie orenclo ritho

RESULTADO: Comportamento esperado

.) Maria 40




SELECAO SECUNDARIA DOS ISOLADOS #

14 ISOLADOS
Desenvolvimento em
meio liquido - fenol como

5 ISOLADOS nutriente.
Conseguiram se
=o—Cepa4 desenvolver no meio.
- Cepa 37
== Cepa 1
~®—Cepa 11 ISOLADOS 1 E 11
~=Cepa 47 Melhores resultados na
: : ) ' ' B biodegradacgdo.
0 5 10 15 20 25
Dias Concentracao final:

reduzido a 0,0% e 0,6%

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho

Maria 41



PERFIL DE DEGRADAGAO DO FENOL ' 0y

B Controle

— (3]

f=

Concentracdo final: 0,0032+0,005g L
de fenol.

_ 06

S0s AN

§0,4 ¢ a RESULTADO: perfilde

. degradacao foi mantido e

2 =& Isolado 01 evidenciou a mesma eficiéncia.
g0

£

=)

-
=

0 5 10 15 20 30

Dias

(]
W

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho

$o

Maria 42



Atividade (UI mL™")
>

ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE ' 0y

0 5 10 15 20
Dias

25

30

e

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho

FARIA, R. A. (2010)
A, mdxima de 0,022+0,001 Ul mL1

Fungo Ceriporiopsis subvermispora

ATIVIDADE

@ Minima: 0,0240 Ul mL™

Maxima: 0,2423 Ul mL™?

Média: 0,133 Ul mL™

BAPTISTA, M. N. Q. (2012)
A, . mdaxima de 0,00194 Ul mL?!

Fungo Penicillium commune

Maria 43



Atividade Residual (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0"

0

TERMOESTABILIDADE ENZIMATICA

10 20 30
Tempo (min)

g 30°C

40°C
e 50°C
e 6()°C

it 70°C

40

$o

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho

PACHECO E SOARES (2014)

40°C: reduziu cerca de 70%
50°C: total desnaturamento

RESULTADO:
Maior producao: 30°C

Sensibilidade téermica

LIU, Z. (2016)

20°C a 35°C: temperatura 6tima

Maria 44



pH OTIMO PARA ATIVIDADE ENZIMATICA . @4

0,2
0,18
~ 0,16

: RESULTADO:
-é 0,14

;:0;,1,? | pH otimo: 3,0

3 008 | @

.g 332 ~ Reaﬁrma o) caréter acido do
N analito e aﬁnld’a(lje com
g : : : : ambientes acidos.

pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho

e

Maria 45



PERFIL DE DEGRADACAO OTIMO E RESISTENCIA * *_1

ENZIMATICA FRENTE AO POLUENTE ®

120

100

80

6

” pH o6timo: 3,0

2 Temperatura otima: 30°C
0

OOSg/L 0,0g/L 0,20g/L 050g/L 0,75g/L 1,00g/L 2,00g/L

o O

Percentualde degradacdo (%)
o

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho

RESULTADO:

Concentracoes de fenol: Degrada totalmente:
0,05gL*atéo,750gL™ concentracdes < 0,750 g L™?

B de fenol em efluentes
Total remocao pelo

isolado 1
» Maria 46
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DETERMINACAO DAS CONSTANTES . " '

ENZIMATICAS DE LACASE ®

.
25 | Aj pH 6timo: 3,0

Temperatura otima: 30°C

E
=
£
S : il Lo Concentracdo: 0,06 gL*a20gL™

r T O

8 6 -4 2 0.5 0 2 4 6

-1
/Ul
Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho
RESULTADO:

Resultado bom — atividade

K : 0,168g L™ enzimatica em meio pobre para o
" » desenvolvimento do fungo

V_. 0,697 g L*min™ ocorreu com éxito.
max

Maria 47




OTIMIZAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICADE  * ¢
LACASE o®

Ensaios pH % NaCl (m/v) Atividade média (Ul mL™") * RESU LTADO:
1 3,0 295 0,3463
2 7.0 2,75 0,4962 e Condicoes de pH e porcentagem de sal
3 30 425 0.3203 Sao inversamente proporcionais;
4 7,0 4,25 0,4223
’ 575 35 03352 e O ssistema de fermentacao do isolado em
6 7.82 35 04815 estudo nao se adequou aos modelos
7 5,0 1,0 0,5889 matemétiCOS;
8 5,0 6,0 0,3241
9 5,0 35 04241 e Sugestao de fazer o experimento na agua
9 5,0 3,5 0,4093 marinha.
9 5,0 35 0,4148

Fonte: Tese de Daniel Floréncio Filho
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OUTRAS BIORREMEDIAGOES

Outros lugares que se aplica a biorremediacdo do fenol

.



O FENOL PODE SER BIORREDIADO POR...

SULFOBACILLUS
ACIDOPHILUS TPY

CELULAS DE
GRAPHIUM SP

Estudo de Santos e
colaboradores (2003)

— ASPERGILLUS SP

Estudo de Dos Passos e
colaboradores (2008)

Estudo de Kumar e
colaboradores (2017)

Carolina 50



O FENOL PODE SER BIORREDIADO POR... .

— PSEUDOMONAS PUTIDA
Estudo de Annadurai, Ling e Lee (2008)

ASPERGILLUSAWAMORI MTCC-548
' Estudo de Salar, Purewal e Bhatti (2016)

Aspergillus oryzae

Actinomicetos Streptomyces albus
Karine b1



CONCLUSAO

Isolado O1 - capacidade de produzir a enzima lacase de forma eficiente e com boa

atividade enzimdtica para a degradagdo de fenol.

Notou-se que a concentracdo de sal, pH e temperatura foram varidveis importantes

NO Processo.
O referido isolado foi eficiente na aplicacdo de biodegradagdo e biorremediacdo de

compostos fendlicos poluentes em dguas residuais, eliminando o fenol presente em

sua totalidade para meios de concentracdo mdxima de 0,750 g L-1 de fenol.

Karine 52
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OBRIGADA PELA ATENCAO

Alguma pergunta?

‘A mente € muito mais do que a biologia diz ser, assim
COMO O universo € muito maior do que possa
imaginar.” - Y. Othinus
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