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RESUMO

PARANHOS, A. P. S. Estudo dos compostos de baixa massa molar,
redutores de ferro, produzidos por basidiomicetos com potencialidade em
descolorir corantes da industria téxtil. 2011. [Dissertacdo]. Sdo Paulo —
Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sé&o
Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Fungos basidiomicetos, causadores de podriddo branca da madeira, tém a
capacidade de transformar e até mineralizar, além da lignina, uma variedade de
poluentes organicos resistentes a degradacdo. Entre eles estdo os corantes,
presentes em todos os efluentes téxteis, conferindo a eles efeitos toxicos,
carcinogénicos e mutagénicos. A degradacdo desses corantes por fungos
basidiomicetos deve-se ao seu complexo enzimatico ndo-especifico, formado,
principalmente, por enzimas extracelulares e compostos de baixa massa molar,
entre 0s quais os quelantes de ferro. Com o objetivo de conhecer os
mecanismos envolvidos na degradacdo de corantes e sua contribuicdo na
descoloracdo, neste trabalho foi estudado a composicdo dos compostos de
baixa massa molar produzidos pelos fungos de podriddo branca Trogia
buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727 e Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT
2541, quanto ao seu comportamento em pH alcalino e sua capacidade em
degradar corantes reativos téxteis (vermelho FN-2BL e azul brilhante H-GR).
Trogia buccinalis e Peniophora cinerea foram incubados em meio basal, no
escuro, a 25°C, durante 21 dias, sendo que, em periodos de sete e 21 dias,
triplicatas foram concentradas e ultrafiltradas (membranas de corte 5 kDa) para
obtencdo dos compostos de baixa massa molar em diferentes idades
fisiologicas. Esses compostos foram caracterizados quanto a producdo de
guelantes de ferro, tipo de quelante - catecol e/ou hidroxamato, atividade
redutora de Fe** e o potencial de descoloracdo de corantes reativos em reacgées
com pH do meio e alcalinizado. Ambos os fungos apresentaram producao
significativa de quelantes de ferro, caracterizados como tipo Catecol e
apresentaram uma baixa atividade redutora de ferro. Para a avaliagdao do

potencial de descoloracdo desses compostos nas diferentes idades fisioldgicas
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dos fungos, todas as amostras obtidas foram divididas em dois lotes, cuja
metade teve seu pH alterado para 9. Os corantes na concentracdo de 0,01%
foram incubados com os compostos de baixa massa molar 1:1(v/v), durante 72
horas, no escuro, em temperatura ambiente. A descoloracéo foi monitorada em
intervalos de 24 horas por espectrofotometria empregando o comprimento de
onda caracteristico de cada corante. Os compostos de baixa massa molar de
Trogia buccinalis e Peniophora cinerea, sem alteracdo do pH, apresentaram
descoloracéo do corante azul brilhante H-GR com 21 dias de incubacéo (24% e
21%, respectivamente). O corante vermelho FN-2BL ndo apresentou
descoloracao pelos CBMM de ambos fungos. Nos compostos em que o pH foi
alcalinizado, os quelantes ndo foram capazes de sequestrar ions férricos em
virtude de sua precipitacdo e ndo apresentaram descoloracdo dos corantes
reativos. Esses resultados sugerem que o mecanismo de descoloracéo
proporcionado pelos compostos de baixa massa molar deve ser a reagdo de
Fenton, visto a presenca dos componentes que permitem essa reagdo Nnos
compostos de baixa massa molar, a descoloracdo em pH &cido e sua inibicdo

em pH alcalino.

Palavras-chave: Corantes reativos; Quelantes de ferro; Peniophora cinerea;
Trogia buccinalis; Reag&o de Fenton; Descoloracéo.
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ABSTRACT

PARANHOS, A.P.S. Study of low molecular weight compounds iron
reducers, produced by basidiomycetes with the potential to decolorize
textile dyes. 2011. [Dissertation]. Instituto de Botéanica da Secretaria do
Meio Ambiente do Estado de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2011.

White rot fungi have the ability to transform and even mineralize lignin as well
as a variety of persistent organic pollutants, including dyes. These compounds,
present in all textile effluents, are toxic, carcinogenic and mutagenic. The
degradation of dyes by basidiomycetes fungi is possible due to their non-
specific enzyme complex, comprised mainly by extracellular enzymes and low
molecular weight compounds, including iron chelator. Aming the understanding
of the mechanisms involved in dye degradation and their role in decolorization,
the composition of low molecular weight compounds produced by white rot fungi
Trogia buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727 and Peniophora cinerea (Pers.)
Cooke CCIBT 2541 was studied, regarding their behavior in alkaline pH and
ability to degrade reactive textile dyes (FN-2SB red and brilliant blue H-
GR). Trogia buccinalis and Peniophora cinerea were incubated in basal
medium, in the absence of illumination at 25 °C for 21 days. At periods of seven
and twenty- one days, triplicates were concentrated and ultrafiltered (5 cutoff
kDa membranes) to obtain low molecular weight compounds at different
physiological ages. These compounds were characterized by the production of
iron chelators, chelating type - catechol and/or hydroxamate, Fe** reducing
activity and the potential for decolorization of reactive dyes in reactions with the
medium pH and alkaline. Both fungi showed significant production of iron
chelators, characterized as type Catechol, and presented low iron reducing
activity. To assess the decolorization potential of these compounds in different
physiological ages, all samples were divided into two lots, half of which had the
pH changed to 9. The dye concentration of 0.01% were incubated with low
molecular weight compounds 1:1 (v / v) for 72 hours in the dark at room

temperature. The decolorization was monitored at intervals of 24 hours by
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spectrophotometry using the characteristic wavelength of each dye. Low
molecular weight compounds produced by Trogia buccinalis Peniophora
cinerea, with unaltered pH, presented decolorization of brilliant blue H-GR with
21 days of incubation (24 % and 21 %, respectively). The red dye FN-2SB
wasn’t show decolorization for both fungi CBMM. In the compounds where the
pH was alkaline, the chelating agents were not able to sequester ferric ions due
to their precipitation and showed no decolorization of the reactive dyes. These
results suggest that the decolorization mechanism provided by low molecular
weight compounds should be the Fenton reaction, whereas the presence of
these components permits this reaction in low molecular weight compounds,

decolorization at acid pH and its inhibition at alkaline pH.

Keywords: Reactive dyes; iron chelators; Peniophora cinerea; Trogia

buccinalis; Fenton reaction; decolorization.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas decadas, as atividades industriais cresceram de maneira
desmedida, ocasionando grandes problemas em virtude da eliminacdo de
rejeitos toxicos, provenientes de subprodutos gerados pelas industrias. A
destinacdo e eliminacdo desses rejeitos €, atualmente, um dos mais
importantes assuntos em controle de poluicdo, o que tem levado pesquisadores
a buscar novas ferramentas para diminuir ou eliminar a toxidade dos efluentes
gasosos, liquidos e solidos formados em seus distintos processos, sempre
considerando as regulamentacdes e legislacdes voltadas a protecdo ambiental.

A contaminacdo de aguas naturais €, hoje, um dos grandes problemas da
sociedade moderna. Do total de agua disponivel para consumo mundial, o
setor téxtil consome por volta de 15% da agua destinada as industrias,
devolvendo-a, depois dos processos, extremamente contaminada (PERES;
ABRAHAO, 1998), as quais podem causar sérios problemas ambientais
guando n&o corretamente tratados (SWAMY; RAMSAY, 1999).

O efluente da industria téxtil apresenta composicao variada, dependendo
do tipo de processo, do corante e dos tecidos utilizados, sendo caracterizado
por: intensa cor, pH alcalino; elevada temperatura; alta demanda quimica de
oxigénio (DQO) e alta condutividade (GUGLIOTTA, 2001). Os corantes
apresentam baixa disponibilidade a biodegradacéo e resisténcia a destruicao
por métodos de tratamentos fisico-quimicos. A maioria dos corantes usados
nas industrias e seus metabdlitos, apds tratamento de efluentes, sédo
recalcitrantes ao tratamento biolégico, apresentando efeitos toxicos,

carcinogénicos ou mutagénicos (HUNGER; JUNG, 1991).

O uso de basidiomicetos degradadores de lignina tem sido, em particular,
extensivamente estudado, visto o enorme potencial desses organismos na
degradacdo de efluentes téxteis, papeleiros e de poluentes como PCF
(pentaclorofenol) e bifenilas policloradas, pelo fato de apresentarem alta
resisténcia a condigbes ambientais adversas (ZHAO; HARDIN, 2007; KAMIDA
et al. 2005; OKADA, 2010). Essa tecnologia é limpa, apresenta baixo custo
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para seu emprego, além de proporcionar solucbes permanentes para 0

problema de poluicdo ambiental.

Apesar dos diversos estudos com os fungos basidiomicetos em
biorremediacado, sdo escassas as informacdes sobre 0s mecanismos quimicos
e bioquimicos exatos empregados por estes durante 0 processo de
biodegradacdo da madeira. Contudo, muitos estudos atuais revelam que esse
processo ndo pode ser explicado unicamente com base na acdo das diversas
enzimas lignoceluliliticas produzidas pelos fungos. Pesquisas recentes tém
indicado a participacdo expressiva dos compostos de baixa massa molar no
processo de degradacdo (ARANTES et al., 2006a; AGUIAR et al., 2007
GOODELL et al., 1997; MACHUCA, 1995).

Acredita-se que os compostos de baixa massa molar sdo 0s responsaveis
pelo processo inicial de degradacéo da madeira, por causa de seu baixo peso
molar e a capacidade de alguns de quelar Fe*" e reduzi-lo em Fe?*. O Fe*, na
presenca de peroxido de hidrogénio (reacdo de Fenton) gera radicais hidroxila
(*OH), que, uma vez formado, atuaria oxidativamente nos constituintes da

madeira.

Entretanto, essa teoria é bastante aceita para explicar a degradacdo da
madeira ndo enzimatica de fungos de podriddo parda. Pouco se sabe sobre as
condicBes ideais para producdo desses compostos redutores de ferro, quais
paradmetros ambientais influenciam em sua detecgédo, qual sua participagao na

degradacéo e se esse € um mecanismo exclusivo desse grupo de fungos.

Tendo como base a importancia do conhecimento das vias degradativas
dos fungos lignoliticos, de seu potencial de aplicagdo na biorremediagéo,
atuando na degradacdo de compostos recalcitrantes, o presente trabalho teve
como objetivo caracterizar a composicao da fracdo de baixa massa molar de
Peniophora cinerea e Trogia buccinalis, seu comportamento em pH alcalino e

sua capacidade em degradar corantes téxteis.

Este estudo faz parte de um projeto interinstitucional intitulado
“Biodegradacao de Corantes Téxteis por Fungos Basidiomicetos Tropicais”,
cujo objetivo geral é compreender o mecanismo envolvido na degradacdo de
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corantes téxteis por fungos basidiomicetos como subsidio para aplicagdo
desses fungos e de seu sistema ligninolitico, na reducéo da cor e da toxicidade
de efluentes originados do banho de tingimento de fibras téxteis. As linhagens
utilizadas neste trabalho foram selecionadaos com base nos bons resultados
apresentados na descoloragéo do corante reativo antraquinénico Azul Brilhante
de Remazol R (0,2 g L), em meio liquido definido em pH entre 5 e 9, e
producdo de quelantes de ferro de forma qualitativa (MOREIRA-NETO et al.,

submetido).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacdao hidrica pela industria téxtil

A contaminagdo de &guas naturais vem sendo, sem duvida, um dos
grandes problemas da sociedade moderna. Do total de agua disponivel para
consumo mundial, proximo de 88% é utilizada na agricultura. A industria é
responsavel por 7%, ficando os restantes 5% para uso doméstico. Da parte
industrial, o setor téxtil consome por volta de 15% da agua, devolvendo-a
depois dos processos, extremamente contaminada (SWAMY; RAMSAY, 1999;
PERES; ABRAHAO, 1998).

O setor téxtil tem um papel relevante na maioria dos paises, sendo um
dos segmentos industriais de maior tradicdo. Dentre todos os segmentos, ele
responsavel por grande parte da economia dos paises desenvolvidos, sendo o
carro-chefe nos paises emergentes (FORGIARINI, 2006).

Em virtude da grande producado, é significativo o volume de residuos
(sodlidos, liquidos e gasosos) gerados por essas empresas, sendo as operacées
de limpeza, tingimento e acabamento as responsaveis pela formacdo de
grande parte desses efluentes (Tabela 1). Nessas industrias a agua é utilizada
como meio de transporte para os produtos quimicos do processo, bem como
para remocao do excesso dagueles considerados indesejaveis para o fio ou
tecido (CAMMAROTA; COELHO, 2001).

O efluente da industria téxtil apresenta composicao variada, dependendo
do tipo de processo, do corante e dos tecidos utilizados, sendo, normalmente,
caracterizado por: intensa cor gerada pela grande quantidade de corantes néo
fixados; pH alcalino; elevada temperatura; alta demanda quimica de oxigénio
(DQO) e alta condutividade (ABRAHAO; SILVA, 2002; GUGLIOTTA, 2001).
Nos processos de tingimento e acabamento da producdo téxtil ocorre a
geragao de grandes volumes de efluentes com extensa variedade de produtos
quimicos, dentre eles os corantes, compostos caracterizados por apresentar

baixa disponibilidade a biodegradacgéo e resisténcia a destruicdo por métodos
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de tratamentos fisico-quimicos. Alguns problemas envolvendo a classe de
corantes reativos como a formagdo de aminas e outros compostos
intermediarios com potencialidade carcinogénica, sao preocupantes,
principalmente considerando-se que esse grupo de corantes constitui um dos
mais usados no Brasil para a tintura de algoddo (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Tabela 1: Valores provaveis de alguns efluentes liquidos téxteis

Fibra Processo pH DBO(mg/L) ST(mg/L)  Agua(L/Kg)
Algodao Desengomagem 6-8 1700-5200 16000- 3-9
Purga 10-13 50-2900 32000 26-43
Alvejamento 8-10 90-1700 7600- 3-124
Mercerizagéo 5-9 45-65 17400 232-308
Tingimento 5-10  11-1800 2300- 8-300
14400
600-1900
500-14000
Poliamida Purga 9-11  1000-1500 1500-2000 50-70
Tingimento 6-9 300-400 500-700 15-30
Poliéster  Purga - 500-800 - 25-40
Tingimento - 500-27000 - 15-30
Purga Final - 600-750 - 15-30
Viscose Purga 6-9 2500-3500 3000-3500 15-30
Tingimento 6-9 2500-3500 3000-3500 15-30

Fonte: FORGIARINI, 2006

Os efluentes téxteis também apresentam alto poder toxico para a biota
aquatica, além de causarem eutrofizacdo das aguas, alteracbes na demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) e no oxigénio dissolvido, reducdo da
fotossintese, em virtude da diminuicdo de entrada de luz na &gua, diferentes
graus de toxicidade, mutagénese e carcinogénese. Quando esses efluentes
sofrem reacdes quimicas com outros compostos no meio, seja por carvao
ativado ou por tratamentos quimicos, ocorre a formacdo de aminas aromaticas,
as guais podem ser mais toxicas do que o proprio corante inicial, contido no
efluente (RODRIGUES, 2003; HUNGER; JUNG, 1991).
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2.1.1 Corantes

A importancia dos corantes para a civilizagdo humana é evidente e bem

documentada. Aproximadamente 10.000 diferentes corantes e pigmentos s&o

5
usados industrialmente, representando um consumo anual de cerca de 7 x 10

toneladas no mundo, sendo 26.500 toneladas somente no Brasil (KUNZ et al.,
2002). Eles séo intensamente empregados na coloracdo de varios substratos,

tais como: alimentos, cosméticos, plasticos, substratos téxteis, etc.

Os corantes sdo compostos organicos caracterizados por apresentarem
absorcado de luz na regido visivel do espectro eletromagnético (400 a 700 nm),
razao pela qual eles aparecem coloridos. S&o facilmente detectaveis a olho nu,
e visiveis em alguns casos, mesmo em concentracdes tao baixas quanto 1 ppm
(Img/L). Esse comportamento apresenta vantagens e desvantagens, pois uma
pequena quantidade lancada de efluentes no ambiente aquético pode causar
acentuada mudanca de coloracdo dos rios, mas pode também ser detectada
pelo publico e autoridades controladores dos assuntos ambientais
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

O processo de tingimento é um dos fatores fundamentais no sucesso
comercial dos produtos téxteis. Afora a beleza da cor, o consumidor,
normalmente, exige algumas caracteristicas basicas do produto, tais como
elevado grau de fixacdo em relagdo a luz, lavagem e transpiragdo, tanto no inicio
guanto apdés o uso prolongado. Para garantir essas propriedades, as substancias
as guais conferem coloracéo a fibra devem apresentar alta afinidade, uniformidade
na coloragéo, resisténcia a agentes desencadeadores do desbotamento e ainda

se apresentar viavel economicamente (FORGIARINI, 2006).

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), no processo de tingimento téxtil se
utilizam varios corantes classificados conforme a estrutura quimica do grupo
cromoforo, responsavel pela cor ou de acordo com o método pelo qual ele é
fixado na fibra téxtil. De acordo com o modo de fixagdo, 0s corantes sdo
classificados como: acidos, catidnicos ou basicos, diretos ou substantivos,

dispersos, reativos, sulforosos (de enxofre) e cuba (Tabela 2).
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Tabela 2: Principais grupos de corantes classificados de acordo com o modo de fixacdo

(Cetesb, 2009)

Classe dos Descricao Tipo de Fixacao Poluentes associados

corantes fibras tipica(%)

Acidos Compostos anibnicos Lae 80-93 Cor, acidos organicos e
sollveis em agua poliamida corantes ndo-fixados

Catibnicos Compostos catidnicos, Acrilico 97 -98 Fixag&o quase que total

ou sollveis em agua, e alguns na fibra. Sal, acidos

basicos aplicaveis em banho  tipos de organicos, retardantes,
fracamente acido poliéster dispersantes, etc.

Diretos Sollveis em agua, Algodao, 70-95 Cor, sal, corante ndo-fixado,
compostos anibnicos. raiom e fixadores; agentes catidnicos
Podem ser aplicados demais surfactantes, antiespumante,
diretamente na fibras agentes retardantes e
celulose celuldsicas igualizantes, etc.
sem mordente
(ou metais como
cromo e cobre)

Dispersos Insolaveis em agua, Poliéster, 80-190 Cor, acidos organicos,
Compostos néo- acetato e agentes de igualizacéo,
ibnicos outras fosfatos, antiespumantes,

fibras lubrificantes, dispersantes,
sintéticas etc.

Reativos Compostos anibnicos, Algodéao, 60 — 90 Cor, sal, alcalis,
classe mais I e outras coranteshidrolisados,
importante de fibras surfactantes,
corantes celulésicas antirredutores organicos,

antiespumantes, etc.

Sulfurosos Mercapto corantes. Algodéo 60— 70 Cor, sal, alcalis, agentes

(enxofre) Compostos organicos e outras oxidantes, agentes
contendo enxofre e fibras redutores e corantes ndo-
polisulfetos em sua celulésicas fixados, etc.
formulacéo

Cuba ou Corantes tipo redox, Algodéao 80— 95 Cor, alcalis, agentes

tina insollveis em 4gua. A e outras oxidantes, agentes
“mais nobre” classe de fibras redutores, etc.
corantes celulésicas
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2.1.1.1 Corantes reativos

7

Essa classe de corantes € muito utilizada no tingimento do algodéo e
rayon. S8o caracterizados por apresentar, em sua estrutura, dois grupos
funcionais com papéis diferentes: cromoforos, com estruturas azo e

antraquinona, e eletrofilicos, com estruturas clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila.

Os grupos eletrofilicos séo fixadores dos croméforos as fibras dos tecidos,
com capacidade de formar ligagbes covalentes com grupos hidroxila das fibras
celulésicas, com grupos amino, hidroxila e tidis das fibras protéicas, e com 0s
grupos amino das fibras poliamidas (CATANHO et al., 2006). O grupo reativo pode
ser mono, di ou multireativo, sendo os mais importantes os mono ou diclotriazinas,
vinilsulfénicos, nomofluortriazina (MONTANO, 2007; KIMURA et at., 1999).

O grupo croméforo que confere a cor ao corante, possui um sistema que
pode ser linear ou ciclico com dupla ligacdo conjugada, além de um ou mais
grupos para a solubilizacdo em agua, que geralmente sdo os grupos sulfénicos
(Figura 1). Existem véarios grupos cromoforos utilizados atualmente nos
corantes, mas, sem dlvida, os mais representativos e largamente usados sao
os da familia dos azo corantes, e estes representam, aproximadamente, 80%
do total empregado na industria téxtil e caracterizam-se por apresentarem um
ou mais grupamentos —N=N- ligados a sistemas aromaticos (MONTANO, 2007;
GUARATINI; ZANONI, 2000) (Figura 2).

NN, . & .
Na03SOCHCH0:5—((_)) N=—N O3Na
® (@) . /)

Ly
H,N r’ﬁ“u.*a
TN
Na0;S0CH,CH,0, Q\)—\— : E0,Na
® (@) )
()

Figura 1. Estrutura do corante reativo Remazol Black 5 com a identificagcdo das
funcdes dos grupos que comp8em a molécula do corante. C: grupo cromoforo; S:
grupo de solubilizacéo; R: grupo reativo;

Fonte: Kimura et al. (1999)
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Figura 2: Exemplo de uma estrutura quimica caracteristica de um grupo croméforo
de um azo corante
Fonte: KUNZ et al. (2002)

A Dbiotransformacdo dos corantes possuidores do grupo azo,
frequentemente, ndo-toxicos, € responsavel pela formacdo de aminas,
benzidinas e outros intermediarios com potencialidade carcinogénica, fazendo
com que pelo menos 3.000 corantes azo comerciais ndo sejam mais
produzidos por seus fabricantes (SOUZA; PERALTA-ZAMORA, 2005;
GUARATINI; ZANONI, 2000).

s

A classe dos corantes antraquindnicos também é muito empregada na
indastria téxtil por possuir alta solubilidade em agua e maior estabilidade na cor
do tecido tingido, por causa do estabelecimento da ligacdo covalente entre o
corante e a fibora (MONTANO, 2007; KUNZ et al., 2002; GUARATINI; ZANONI,
2000). A grande fracéo de corantes desperdicados por causa de seu alto grau
de hidrdlise aumenta a alcalinidade do banho de tingimento aumentando, ainda

mais, o risco ambiental de seus efluentes (MONTANO, 2007).

Assim como a maioria dos corantes téxteis, os corantes reativos Sao
intencionalmente projetados para resistirem a degradacdo e apresentam larga
resisténcia a degradacdo quimica, fotolitica e a biodegradacdo sob tipicas
condicbes aerObicas usadas em sistemas de tratamentos convencionais.
Alguns autores tém demonstrado que esses compostos na forma nao-
hidrolisada apresentam alta estabilidade hidrolitica em meio neutro, permitindo
um tempo de vida de 50 anos em ambientes aquaticos, causando expressiva

preocupacao quanto aos aspectos ecoldgicos (GUARATINI; ZANONI, 2000).



23

2.2. Tratamentos

Um problema crescente para a industria téxtil é a exigéncia da legislacao
governamental com relacdo a remocdo da cor nos efluentes industriais. As
necessidades urgentes de protecdo ambiental de todo o mundo vém
promovendo a prevencdo da transferéncia de problemas de poluicdo de um
ambiente para outro. Isso implica que a industria deve desenvolver tratamento
de seus efluentes in loco antes de despeja-los. Para o atendimento de tais
requisitos, tanto as inddstrias como o0s cientistas tém direcionado suas
pesquisas na busca de tratamentos e tecnologias visando a descoloracdo de

corantes nos efluentes.

Ha diversas formas de tratamento para os efluentes téxteis: fisicos,
quimicos e biolégicos (Figura 3). Nos processos fisicos ha técnicas de
adsorcao e nanofiltracdo, que consistem na separacao efetiva de moléculas de
corante do efluente, porém séo de alto custo. A técnica de adsorcdo se baseia
na remocao do corante pela passagem do efluente em carvao ativo, silica gel,
derivados de celulose, entre outros. A nanofiltracdo necessita de membranas
especiais que possibilitam a boa remocao da cor. As técnicas de tratamento
por processo quimico baseiam-se na remoc¢ao da cor do efluente por meio de
clivagem das moléculas do corante em processos cataliticos ou radiacdo
ultravioleta (GUARATINI; ZANONI, 2000).

‘TR!—‘&TAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS |

BIOLOGICO| FiSICO QUIMICO

Aerdbio Anaerdbio | |Decantagio Filtracao | |
Incineracio POA Eletrcquimico
Enzimatice Adsorgio [ I |
Fotocatalise| |Ozonizagao Fenton
Figura 3 - Organograma das classes de tratamentos de efluentes (POA- Processos Oxidativos
Avancados)

Fonte: Forgiarini (2006).
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Dentre 0s processos biolégicos, o sistema de lodo ativado é o mais
utilizado, consistindo na agitacdo dos efluentes na presenca de micro-
organismos e oxigénio, durante o tempo necessario para metabolizar e flocular
uma grande parte de matéria organica (KUNZ et al., 2002). Os processos de
lodo ativado ou lagoas aeradas séo ineficientes para a descoloragdo, embora
eles consigam a reducdo da demanda quimica de oxigénio. Essa ineficiéncia
para descoloracdo é provavelmente em razdo do baixo conteudo de nutrientes
(nitrogénio e fosforo) nessas aguas e a toxicidade causada pela presenca de
compostos fendlicos (RODRIGUES, 2003). Nesse processo, grande parte dos
corantes sintéticos é recalcitrante a biodegradacdo, criando um problema

antiestético nas aguas que o recebem em virtude da coloracdo remanescente.

Os métodos para remocdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) da
maioria dos efluentes estdo bem estabelecidos. JA os corantes sdo mais
dificeis de tratar por causa de sua origem sintética e, principalmente, pela

estrutura aromatica complexa.

Um dos maiores problemas em &aguas residuarias é a recalcitrancia de
certas substancias. O processo de tratamento pode ser dividido em quatro
grupos: separacdo (concentracdo de organicos sem alteracdo quimica), de
degradacdo (oxidativos com a intencdo de mineralizar os organicos para a

forma de CO2 e agua), os que modificam quimicamente os constituintes do

efluente, mas ndo levam a mineralizacdo (processos de reducdo, como, por
exemplo, a desalogenacdo), e a preparacdo do efluente pela adicdo de certos
compostos quimicos para tratamento subsequiiente por degradacdo ou
separacdo, quebra de emulsdes, floculacdo, precipitacdo ou ajuste de pH
(RODRIGUES, 2003).

Em recentes revisbes sobre tecnologias emergentes para o tratamento de
residuos industriais, encontra-se descrita a grande parte das tecnologias
avancadas para tratamento de efluentes téxteis (MONTANO, 2007;
NOGUEIRA et al., 2007; ROBINSON et al., 2001). Alguns processos, como 0
de ozonizacdo, apresentam custo muito elevado. Outros processos, como a

eletrdlise, permitem uma eficiéncia maior que 0s sistemas convencionais, com
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um baixo custo operacional. A fotocatalise com TiO2 mostra-se promissora,

mas pela limitada penetragdo da luz UV na solucdo de corante, autores
(VANDEVIVERE et al., 1998) utilizaram um pré-tratamento com o0zonio. Nesse
caso, a cor foi completamente removida e o carbono organico total (COT)

reduzido em 90%.

Segundo Banat et al. (1996) nenhum processo aplicado de forma
individual parece ser capaz de descolorir, efetivamente, os residuos aquosos
das industrias téxteis e, geralmente se preconiza a aplicacdo de métodos
combinados. Neste mesmo trabalho citam numerosas técnicas fisicas e
quimicas que incluem floculacdo fisico-quimica combinada com flotacéo,

eletroflotacédo, floculagdo com Fe(II)Ca(OH)Z, filtragdo por membrana,

coagulacdo eletrocinética, degradacdo quimica, troca ibnica, irradiacao,
precipitacdo, ozonizacdo, adsor¢cdo e o0 método de tratamento Katox
(comercial), envolvendo o uso de carvao ativado e misturas de ar. Contudo, o
tratamento de aguas residuarias coloridas e sua descoloracao parece ainda ser

uma tarefa dificil.

ReacBes como hidrolise, fotélise, ionizacdo, vaporizacdo e adsorcado
fisico-quimica podem ocorrer no meio ambiente, ocasionando a degradacgéo de
compostos. Por exemplo, o uso de métodos baseados em reacdes
fotoquimicas tem se mostrado importante como etapa primaria na degradacéo
de alguns corantes, segundo Guaratini e Zanoni (2000), uma vez que 0s
corantes sintéticos apresentam, a principio, alta estabilidade quando

submetidos a luz visivel ou ultravioleta.

Rodrigues (2003) destaca a ozonizagdo como um método de
transformacdo quimica. Dessa forma, grandes quantidades de o0zdnio sao
necesséarias para uma degradacdo extensiva dos corantes. Os produtos da
oxidacdo sdo, entdo, removidos por floculacdo ou sujeitos a processos de
tratamento microbiano. A oxidagdo por o0zbnio é capaz de degradar
hidrocarbonetos clorados, fendis, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos.
Esse método mostra os melhores resultados na oxidacdo de moléculas

menores, resultando na reducdo da coloracdo. Essas pequenas moléculas
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podem ter propriedades toxicas, e assim a ozoniza¢cdo usada em conjunto com

um processo fisico pode resolver o problema.

Os micro-organismos tém sido intensamente estudados com a finalidade
de remover compostos toxicos do ambiente, e muitas pesquisas de degradacao
de compostos quimicos mostram como varios deles sdo extremamente
versateis em degradar substancias recalcitrantes. Eles transformam os

compostos organicos téxicos em compostos mais simples como CO2 e HZO,

com custos relativamente baixos. Esse tipo de tratamento fundamenta-se na
utilizacdo dos compostos presentes no efluente, como substrato para

crescimento e manutencao do micro-organismo (FORGIARINI, 2006).

Véarios sdo os processos biolégicos que vém sendo estudados para o
tratamento dos residuos da industria téxtil visando a descoloracao desses. Ao
longo dos anos, inimeras culturas microbianas tém sido testadas e muitas vém
sendo aplicadas na descoloracdo de corantes téxteis (BANAT et al.,1996).
Segundo Banat et al. (1996), dentre os micro-organismos relacionados com a
descoloracdo dos corantes téxteis estdo as bactérias, fungos, algas, e os
consércios de bactérias. Entre eles se destacam os fungos basidiomicetos
degradadores de lignina, eficientes na degradacdo de uma grande variedade
de compostos e corantes (KAMIDA et al., 2005) (Tabela 3).

Gugliotta (2001) avaliou 30 linhagens de fungos basidiomicetos das quais
28 demonstraram potencial de descoloracdo do corante Indigo Carmine.
Dessas linhagens, as trés com melhores taxas de descoloragédo foram
selecionadas e avaliadas quanto a capacidade de descolorir o efluente téxtil.
Panaeolus papilionaceus CCB187, Trametes villosa CCB165 e Hygrocybe sp.
CCB342 removeram a cor do efluente em 75,32%, 87,82% e 92,89%,
respectivamente, em 31 dias pelos processos de adsorcdo pelo micélio e
degradacéo, sendo que T. villosa e Hygrocybe sp. foram capazes de reduzir a

toxicidade sem a formag&o de compostos mutagénicos.
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Tabela 3: Fungos basidiomicetos capazes de degradar corantes (KAMIDA et al., 2005)

Fungos Taxa de
. Tempo Referénci
Corante descoloragao (dlaS) ererencilas
(%)
Phanero'chaete 99,5 1
crysoporium Mielgo et al.
: Orange Il (2001)
Rhemnos 100 1
gilvus
Pycnoporus
Sanguineus 90 4 Balan e
Monteiro
Pleurotus Cl vat 94 4 (2001)
sajor-caju Blue
Kamida et
Pleurotus 100 14 AL. (2005)
sajor-caju
94 4
[ Bal
P_hellmos Corante 100 4 a an. e
gilvus indiao Monteiro
9 (2001)
Pycnoporus 91 4
Sanguineus
Phanerochaete Poly R- 95 8 Couto et al.
crysoporium 478 (2000)
Phanerochaete Sp-g 89 28 Martins et al.
crysoporium (diazo) 83 29 (2001)
Trametes 100 12
versicolor
Trametes Reactive Minussi et al.
. 1 12
villosa Blue 00 (2001)
Phanero_chaete 50 5
crysoporium
Remazol 95 8
Phanerochaete Blue RR Toh et al.
crysoporium Remazol (2003)
Red RR o7 8
Brilhant 100 5
Green
Qr|stal 100 5
Dichomitos violeta Gill et al.
Squalens (2002)
Vermelho 100 5
cresol
Vermelho 100 5

congo
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Orange Il 100 5
Brilhant 100 5
Green
C?rlstal 58.3 5
violeta
Phanerochaete Vermelho Gill et al.
i 2 2002
crysoporium cresol 0 5 (2002)
Vermelho 84 5
congo
Orange Il 52,9 2

A grande motivacdo dos pesquisadores envolvidos em estudos de
biodegradacédo pode ser expressa pela busca continua de micro-organismos
versateis, capazes de degradar, de maneira eficiente, um grande numero de
poluentes a um baixo custo operacional. Na pratica, sabe-se que isso é muito
dificil, principalmente em funcdo da diversidade, concentracdo e composicao

de espécies quimicas presentes em cada efluente (KUNZ, 1999).

Moraes (1999) observou que processos de tratamentos combinados
aumentam, consideravelmente, a biodegradabilidade do efluente, ao estudar
diversos tipos de tratamentos, a combinacdo fotocatélise e bioldgico foram os

gue demonstraram resultados mais promissores.

Torrades et al. (2004) avaliando a descoloracdo dos corantes CI
vermelho reativo 141 e 238, utilizando reacdo de Fenton observou que a
introducéo de luz solar e artificial pelo processo de foto-Fenton resultou no
aumento significante na descoloracdo dos corantes. Resultados similares
foram obtidos por Montano (2007), na descoloracdo de corantes reativos,
finalizando tratamentos biol6gicos com processos oxidativos avangados (foto-

Fenton).

Tauber et al. (2005) verificaram altas taxas de degradacdo de azo
corantes tratando-os com lacase e ultrassom. Esses corantes nao

apresentaram altas taxas de descoloracdo quando observados isolamente.
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2.3. Biodegradacao da lignina

Atualmente, estudos tém demonstrado que os fungos degradadores da
madeira utilizam o mesmo mecanismo de degradacédo da lignina para degradar
compostos recalcitrantes como os corantes téxteis (ARANTES, 2008; AGUIAR,
2008; GOODELL et al., 1997).

A lignina, principal componente responsavel pelo suporte estrutural de
plantas vasculares, € um biopolimero tridimensional, de alto peso molecular,
estrutura complexa, irregular e altamente insollvel e recalcitrante.
Diferentemente da maioria dos polimeros naturais, o processo degradativo da
lignina é altamente complexo (WOOD; GARCIA-CAMPAYO, 1994). Por ser
uma estrutura de alta complexidade e recalcitrancia, ndo pode ser clivada por
enzimas hidroliticas, como acontece com a maior parte dos polimeros naturais.
Seu processo de degradacdo € dependente de diversos fatores
(HOFRICHTER, 2000; KIRK et al., 1978).

De modo geral, a degradacdo da lignina pode ser entendida como um
processo multienzimatico resultante da acdo coordenada de uma série de
enzimas do grupo das oxidoredutases, representadas, principalmente, por
lacases, manganés peroxidases (MnP), lignina peroxidases e outras oxidases
produtoras de peréxidos de hidrogénio, além de compostos intermediarios de
baixa massa molar (MOREIRA-NETO, 2006).

Estudos sobre os compostos de baixa massa molar (CBMM) obtiveram
consideravel expressdo nas Ultimas décadas, por explicarem como ocorre o
inicio da degradacdo da madeira. Isso porque, apesar do consideravel
conhecimento adquirido a respeito do papel das enzimas na biodegradacéao
dos constituintes da madeira, sabe-se que o processo de biodegradacédo por
fungos n&o pode ser explicado unicamente com base na agdo das diversas
enzimas lignoceluloliticas por eles secretadas (ARANTES, 2008, GOODELL et
al., 1997).

Os mecanismos pelos quais as enzimas produzidas pelos fungos de
podriddo parda e branca penetram e degradam a parede celular da madeira

ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Sabe-se que as enzimas
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lignoceluloliticas ndo sdo capazes de penetrar na estrutura da parede celular
nas fases iniciais da degradacdo em razdo de seu alto peso molecular
(BLANCHETTE et al., 1997). Existem teorias sugerindo que os iniciadores do
processo de degradacdo da parede celular seriam pequenas moléculas as
quais poderiam se difundir facilmente desde a hifa e penetrar nos poros da
matriz lignocelulésica. Esses compostos de baixa massa molar provocariam,
nos estagios iniciais de degradacdo, a desorganizacéo da estrutura da parede
celular, abrindo novos poros ou aumentando o tamanho dos poros ja existentes
(ARANTES, 2008; AGUIAR, 2008; GOODELL et al., 1997).

2.3.1. Reacédo de Fenton e a biodegradacdo da madeira

Vérios autores defendem a teoria de degradacdo da madeira por espécies
de oxigénio reativo, entre eles, Halliwell (1965) foi o pioneiro a defender a
existéncia de um sistema celulolitico ndo-enzimatico, ao observar a formacéo
do radical hidroxila, gerado pela reacdo de Fenton, a qual ocorre pelo
envolvimento do ferro com o perdxido de hidrogénio durante a degradacéo da

madeira.

Outros trabalhos da época também sugeriram a participacdo da reacdo de
Fenton durante biodegradacdo da madeira, apdés os estudos de Koenigs
(1972a,b 1974a,b, 1975), os quais suportaram a teoria de Halliwell ao
verificarem a presenca de ferro na madeira, a producdo de peréxido de
hidrogénio extracelular pelos fungos de podriddo parda e a capacidade de
despolimerizagdo da madeira pela reacdao de Fenton (KIRK et al., 1989, 1991,
HIGHLEY, 1977).

Estudos tém demonstrado que a modificagdo da lignina pela
desmetoxilacdo/hidroxilacdo é resultante da oxidacdo da mesma por *OH
através de varias reacdes similares as que ocorrem durante o ataque de

fungos de decomposicao parda a madeira (FILLEY et al., 2000; ANDER et al.,
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1988; ENOKI et al., 1988), evidenciando uma possivel participagdo de *OH na

modificacdo oxidativa da lignina por fungos de decomposicéo parda.

Com base em todas essas evidéncias e muitas outras encontradas na
literatura, a reacdo de Fenton parece ser uma rota plausivel para a producao
de espécies reativas de oxigénio no processo de biodegradacdo da madeira.
Embora mudltiplas teorias tenham sido propostas para explicar a geracao de
Fe?" a partir do Fe** presente na madeira na forma de hidr(6xidos) insoltveis, e
a producado de perdxido de hidrogénio extracelular, pouco se sabe a respeito
das modificacbes causadas aos componentes da madeira pela reacdo de
Fenton gerada in vivo (ARANTES, 2008).

As vias até agora propostas para a producdo do reagente de Fenton (Fe?*
e H,O,) in vivo incluem a participacdo de CBMM com capacidade de reduzir
Fe® a Fe®" (peptideos e compostos aromaticos), além da enzima celobiose

desidrogenase (CDH).

Outra forma de gerar radicais hidroxilas na presenca de metais é pela
reacao de Haber-Weiss (1934):

Oy + Hy0, —» 0O, + HO'+ HO' (GOODELL et al., 1997)

Essa reacdo é conhecida por ocorrer por meio da reducao superoxido de
ions férricos com peréxido de hidrogénio, resultando em ions ferrosos para a

producao de radicais hidroxilas.

2.3.1.1. Sistema Fenton

O ferro € um elemento essencial para os fungos de podriddo branca, pois
faz parte do sitio ativo das peroxidases (HOFRICHTER, 2002; MARTINEZ,
2002) e é utilizado por fungos de podriddo parda e branca na geracdo de
radicais hidroxila pela reacdo de Fenton (AGUIAR et al., 2007; HAMMEL et al.,
2002; GOODELL et al., 1997).
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A quantidade de ferro presente na madeira é suficiente para gerar esses
radicais, 0s quais sao propostos como 0s principais oxidantes de baixa massa
molar atuantes na degradacédo de materiais lignoceluldsicos, principalmente os
polissacarideos, por fungos de podriddo parda (HAMMEL et al., 2002; KEREM
et al., 1999; GOODELL et al, 1997). Como o ferro €& encontrado
predominantemente na madeira em sua forma oxidada (Fe**), a producéo de
agentes quelantes pelos micro-organismos para solubiliza-lo e reduzi-lo é de
extrema importancia (GOODELL et al., 1997; SHIMADA et al., 1997).

Goodell et al. (1997) mostraram que um extrato de baixa massa molar
(menor que 1 kg/mol) de um cultivo do fungo Gloeophyllum trabeum possuia
compostos do tipo catecol com atividade redutora de Fe**. Esses compostos
exibiram atividade pré-oxidante, devido a maior formacao de radicais OH entre o
metal e H,O,. Os estudos permitiram concluir que esse fungo usa um ciclo
extracelular de oxirredugéo de quinonas para gerar os dois reagentes de Fenton.
Dois anos depois, foram identificados dois agentes redutores em cultivos desse
mesmo fungo: 2,5-dimetoxi-hidroquinona e 4,5-dimetoxi-catecol e suas
respectivas formas oxidadas (KEREM et al., 1999; PASZCZYNSKI et al., 1999).

Alguns compostos com atividade redutora de fons Fe** s&o encontrados
naturalmente na madeira (extrativos) ou produzidos durante sua biodegradacéo
(principalmente produtos derivados da lignina) (GOODELL et al., 2006;
AGUIAR et al., 2006; FERRAZ et al., 2001). Recentemente, Aguiar e Ferraz
(2007) avaliaram a atividade redutora de Fe®*" e Cu®" promovida por varios
compostos fendlicos com estruturas semelhantes aos extrativos e produtos de
degradacdo da lignina. O ion Cu?" ao ser reduzido também decompde H,O, a
radical hidroxila (AGUIAR et al., 2007). Esses compostos poderiam promover a
reacdo de Fenton mesmo em cultivos de fungos causadores de podridéo
branca, pois se acreditava, até entdo, que a reacdo de Fenton seria um
mecanismo de degradacdo da madeira realizado apenas por fungos de
podriddo parda (ARANTES; MILAGRES, 2006a).
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2.3.1.2. Fundamentos da reacédo de Fenton

A reacdo de Fenton é baseada na reacdo entre peroxidos (normalmente
H,0O,) e ferro em meio acido para a formacéo de espécies reativas de oxigénio
“‘ROS”, principalmente o radical hidroxila (*OH). De uma forma geral, os
mecanismos da reacdo de Fenton podem ser representados pelas seguintes

equacdes (Eq. 1-5):
Fe** + H,0, — Fe® + *OH + OH (1)

Fe®* (adicionado ou gerado a partir de Fe?* na eg. 1) resulta nas seguintes
etapas (ARANTES, 2008):

Fe®* + H,0, —» Fe—OOH?" + H* (2)
Fe—~OOH*" — Fe** + HO," (3)

Fe?* + H,0, — Fe*" + *OH + 'OH (1)
Fe* + HO, * + H" — Fe*" + H,0, (4)
Fe* + HO,® + — Fe?* + O, + H' (5)

A partir das equacdes acima verifica-se que o ferro cicla entre Fe?* e Fe**,

e duas fases reacionais podem ser distinguidas.

e Primeira fase — Fe?" inicia a decomposicéo de H,O,, resultando na
geracdo de *OH (Eq. 1), reacdo muito rapida (k1= 63 M-1s-1 (KANG
et al., 2002)).

e Segunda fase — inicia-se ap6s a maior parte de Fe?* ser oxidada a
Fe®* Nesta fase ocorre uma sequéncia de reacdes de propagacéo
entre Fe** e H,0, (Eq. 2) ou HO.® (Eq. 5), as quais formam um ciclo
que se mantém pela regeneracdo de Fe?*. Velocidade da reacdo é
lenta (k2= 0,01 M-1s-1 (KANG et al., 2002)).

Na reacdo de Fenton o pH é uma variavel chave na eficiéncia do
tratamento, sendo mais efetivo na producéo de espécies reativas de oxigénio
em condic¢des acidas (pH entre 2 — 3), e torna-se ineficiente a medida que o pH
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€ aumentado. Essa diminui¢cdo na eficiéncia da reagdo ocorre em virtude da
baixa concentracdo de ferro na solucdo, em decorréncia da formacédo e
precipitacdo de hidroxidos (Fex(OH)y), os quais tém uma baixa atividade e nao
reagem com peroxido de hidrogénio (NOGUEIRA et al., 2007; SYLVA, 1972).

2.3.2 CBMM envolvidos na biodegradacédo da madeira

Dentre os compostos de baixa massa molar produzidos por fungos
basidiomicetos que atuam de forma direta sobre os componentes da parede
celular, encontram-se 0s compostos aromaticos quelantes e redutores de
Fe®" representados pelos quelantes de metais, oxalatos e peptideos. Na
presenca de peroxido de hidrogénio, esses compostos podem desempenhar
papel degradativo, atacando a celulose e a hemicelulose da madeira, com

radicais gerados pela reacao do tipo Fenton (Milagres et al., 2002).

2.3.2.1 Acido oxalico

O &cido oxalico pode atuar de formas distintas na biodegradacdo da
madeira. Este composto age de forma direta, por um ataque sobre a celulose e
polioses na madeira provocando hidrélise acida (HIGHLEY; DASHEK, 1998),
ou de forma indireta, pelo abaixamento do pH no microambiente proximo a hifa
fungica, protegendo o fungo, por exemplo, contra a geracdo de espécies de
oxigénio reativo “ROS” proximo a hifa (GOODELL et al., 1997).

Goodell e colaboradores (1997) sugerem que o acido oxalico produzido
por fungos de decomposicdo parda auxilia a reacdo de Fenton, solubilizando
Fe®* e transportando-o de regides de pH mais 4cido (ao redor da hifa fangica)

para regides na madeira com o pH menos acido, permitindo, entdo, a reducao
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de Fe®* por compostos fangicos redutores de ferro e a formacdo de radicais

hidroxila pela reacédo de Fenton a certa distancia da hifa fangica.

Highley e Dashek (1998) e Schimidt et al. (1981) reportaram que a
degradacdo de celulose pelo sistema Fenton in vitro é inibida por elevadas
concentracfes de acido oxalico. Entretanto, Goodell e colaboradores (1997)
verificaram que a producéo de elevadas concentracdes extracelulares de acido
oxalico por fungos de decomposi¢cdo parda poderia ser uma forma de
prevencado destes a geracao de radicais hidroxila proximo a hifa fungica, pois
com o abaixamento do pH extracelular na madeira, o Fe®* é mobilizado,

impossibilitando a reagéo de Fenton.

Contudo, embora diversas funcbes tenham sido atribuidas ao &cido
oxalico durante a biodegradacdo da madeira por fungos de decomposicado
branca e parda, ainda ndo se sabe ao certo como sua concentracdo é regulada

no ambiente préximo a hifa fungica.

2.3.2.2 Peptideos

O grupo de Enoki e Tanaka (1989) foram os primeiros a reportar o
envolvimento de metabdlitos extracelulares de natureza protéica na geracao de
radicais hidroxila por fungos degradadores de madeira, ao estudarem a relacéo
entre a oxidagcdo de mondmeros de lignina e celulose (papel de filtro) e do
acido 2-ceto-4-tiometilbutirico (KTBA) por fracbes protéicas extracelulares

parcialmente purificadas de fungos de decomposicao parda.

Em estudos posteriores, o mesmo grupo isolou os metabdlitos protéicos
extracelulares a partir de culturas de fungos de decomposi¢do branca e parda
cultivados em cavacos de madeira. Os compostos parcialmente purificados foram
caracterizados como glicopeptideos de baixa massa molar (1 — 5 kDa) capazes de

quelar Fe**, reduzir Fe*" a Fe?* e com elevada afinidade por Fe** (ENOKI et al.,
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2003; HIRANO et al., 2000; TANAKA et al., 1999; ENOKI et al., 1997; TANAKA et
al., 1996; HIRANO et al., 1995; ENOKI et al., 1992; TANAKA et al., 1991).

O grupo de Enoki sustenta a teoria de no estagio inicial de degradacao da
parede celular da madeira por fungos causadores de decomposi¢cdo branca e
parda, ocorrer a secrecdo de glicopeptideos de baixa massa molar, que
reduzem Fe** presentes na madeira e complexam-se com o Fe?* produzido. O
complexo glicopeptideo-Fe?* ,entdo, catalisa reacdes de oxirreducéo entre O, e
um doador de elétrons, como NADH, para produzir peréxido de hidrogénio.
Posteriormente, o complexo glicopeptideo-Fe?* reduz o peréxido de hidrogénio
gerando radicais hidroxila via reacdo de Fenton, que ataca oxidativamente os
constituintes da madeira (TANAKA et al., 1996; HIRANO et al., 1995; ENOKI et
al., 1992).

Entretanto, esse modelo oxidativo ainda requer mais estudos, uma vez
gue até o momento ndo héa trabalhos que reportem a producédo extracelular de
NADH por fungos degradadores de madeira. Além disso, se esse modelo for
realmente utilizado por estes fungos, é provavel que algum outro composto
possa atuar como doador de elétron ao invés de NADH (ARANTES, 2008).

Estudos de Gao e colaboradores também propdem a participacdo de
peptideos de baixa massa molar na producédo de radicais hidroxila via reacao
de Fenton, tanto em fungos de decomposi¢cdo branca quanto em fungos de
decomposicdo parda (WANG et al.,, 2006; YANG et al.,, 2004; WANG; GAO
2003, 2002; WANG et al., 2002).

2.3.2.3 Compostos aromaticos quelantes e redutores de Fe**

Fekete, Chandhoke e Jellison (1989) foram os primeiros a identificar a
producdo de compostos quelantes de ferro por fungos degradadores de
madeira. Em seguida, o grupo de Goodell e Jellison pelos inUmeros trabalhos,

determinou, a partir de compostos isolados de culturas extracelulares de
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Gloeophyllum trabeum, que esses quelantes sao de baixa massa molar (XU;
GOODELL, 2001; PASZCZYNSKI et al.,, 1999; GOODELL et al., 1997;
CHANDHOKE et al., 1992; JELLISON et al.,, 1991) e sao, principalmente,
compostos aromaticos como os derivados de acido hidroxifenilacético, de acido
hidroxi-benzadico e de hidroxi-benzeno (GOODELL et al., 1997).

Goodell e colaboradores (1997), utilizando uma fracdo de baixa massa
molar (< 1 kDa) com uma mistura de 15 compostos de tipo catecolato obtidos
da cultura de G. trabeum, mostraram que essa fracdo foi capaz de reduzir Fe®*
a Fe?* e promover formacéo de radicais hidroxila (atividade pré-oxidante) entre
ferro e peroxido de hidrogénio. Com base nesses e em outros resultados
prévios do seu grupo, Goodell et al. (1997) postularam a hip6tese de esses
compostos aromaticos de baixa massa molar com capacidade de quelar e
reduzir fons Fe*" estar envolvidos em um sistema oxidativo n&o-enzimatico
durante a degradacdo da madeira por fungos de decomposicdo parda, pela
mediacao da reacdo de Fenton, para a geracao de radicais hidroxila.

A hipotese sugere que a hifa do fungo de decomposicdo parda crescendo
no lumen secreta acido oxalico, quelantes aromaticos com atividade redutora
de Fe* e peréxido de hidrogénio e esses reagentes difundem para a parede
celular da madeira. O oxalato abaixa o pH (~ 2,5) do ambiente de degradacéo
e gera um gradiente de pH por intermédio da parede celular da madeira. O
oxalato quela o ferro ligado a celulose para formar complexos Fe-oxalato
soluveis, que difundem na parede celular para uma regidao de pH mais elevado
(pH 4 — 4,5). Nessa regido, o ferro é, entdo, sequestrado desses complexos
pelos quelantes aromaticos e é reduzido a Fe?*. O Fe*" ,assim, reage com
peréxido de hidrogénio (reacdo de Fenton) para produzir radicais hidroxila, os
quais sdo capazes de reagir tanto com lignina quanto com os polissacarideos

presentes na parede celular da madeira (GOODELL et al., 1997) (Figura 4).

Até o momento essa teoria de que fungos de decomposicdo parda
empregam agentes quelantes aromaticos com atividade redutora de Fe®" para
mediar a reacdo de Fenton e criar radicais hidroxila foi proposta e baseada,

principalmente, nos compostos isolados e caracterizados de culturas
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extracelulares de um unico fungo de podriddo parda G. trabeum (SUZUKI et
al., 2006; COHEN et al., 2004, 2002; JENSEN et al.,, 2002, 2001; XU;
GOODELL, 2001; KEREM et al., 1999; PASZCZYNSKI et al., 1999; KEREM et
al., 1998; GOODELL et al., 1997; CHANDHOKE et al., 1992; JELLISON et al.,
1991), com excecdo de Serpula lacrymans (SHIMOKAWA et al.,, 2004),
algumas espécies de Gloeophyllum (NEWCOMBE et al., 2002) e Perenniporia
medulla-panis e Wolfiporia cocos (ARANTES, 2008).
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Figura 4: Mecanismo proposto para a geragdo do radical hidroxila pela reagdo de Fenton
mediada por compostos aromaticos com atividade redutora de Fe* produzidos por fungos de
decomposicao parda

Fonte: ARANTES, 2008, adaptado de Jellison et al., 2007
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Contudo, mais estudos sdo necessarios para constatar se esse sistema
oxidativo de baixa massa molar, envolvendo compostos redutores de ferro na
geracdo de radicais hidroxila pela reacdo de Fenton, € comum entre outros

fungos de decomposicéo branca ou especifico do género Gloeophyllum.

Em estudos recentes, Arantes (2008) forneceu evidéncias experimentais

de que este mecanismo de degradagdo pode estar presentes em fungos de
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podriddo parda e branca,ao constatar a utilizacao deste sistema oxidativo pelo
composto de baixa massa molar produzidos por P. medulla-panis e W. cocos.

2.3.2.3.1 Agentes quelantes de Fe**

O ferro é um dos elementos mais importantes e necessarios para a vida,
pois faz parte das mais diversas fungBes biolégicas, como por exemplo,
transporte de oxigénio, fixacdo de nitrogénio e de numerosas reacfes de
fotossintese. Apesar de ser abundante na natureza na forma de Fe (lll), é
altamente insolivel em pH fisiolégico (pH ~ 7). Isso limita sua disponibilidade
em manter o metabolismo celular da maior parte dos micro-organismos. Como
resultado, varios micro-organismos crescendo em condicfes de baixa
concentracdo de ferro produzem CBMM com elevada afinidade por Fe®*

denominados sideréforos. A funcdo desses compostos € sequestrar e

solubilizar Fe** para posterior assimilacdo (NEILANDS, 1984).

Apesar de poucos estudos de captacdo de ferro em fungos, dados ja
reportados indicam que algumas espécies utilizam diversos mecanismos
(KOSMAN, 2003). Dois mecanismos distintos tém sido reportados para a
captacdo de ferro em fungos: no primeiro ocorre a assimilacdo redutiva do
ferro, que depende da reducdo extracelular de Fe** a Fe**, e um outro
denominado assimilacdo nao-redutiva do ferro, no qual os complexos de
quelantes de ferro quelam ao Fe®'; em seguida, ligam-se a receptores
especificos, localizados na superficie da membrana. Ali, varios processos
redutivos ocorrem e o ferro reduzido € liberado no interior da célula na forma de
Fe®* (BENITE et al., 2002; GOODELL et al., 1997; MACHUCA, 1995).

Os quelantes de ferro podem diferenciar muito em suas fungbes em
relacdo a afinidade pelo metal (estabilidade constante em diferentes estados de

valéncia), pH otimo, temperatura 6tima e outros parametros ambientais.
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Fungos degradadores de madeira produzem varios compostos quelantes
de Fe®*, como &cidos organicos e compostos com estruturas do tipo catecol e
hidroxamato; porém, esse grupo se distingue de outros fungos pela habilidade
de produzir compostos do tipo catecol (ARANTES; MILAGRES, 2006a;
GOODELL et al., 1997), os quais tém sido relacionados com o processo de
biodegradagdo da madeira e ndo com 0s mecanismos de captagdo de ferro
(GOODELL et al., 1997).

As estruturas dos quelantes podem apresentar, além do grupo funcional
caracteristico, um ou mais aminoacidos, ou as vezes alguns croméforos, mas,
de qualquer forma, em todos os casos, eles sdo complexados, principalmente
por meio de atomos de oxigénio, formando seis coordenados com Fe®*" (KIM et
al., 2009; WINKELMANN, 2007; SANTIAGO, 1999; MACHUCA, 1995).

Alguns trabalhos tém reportado que a producédo de compostos quelantes
de ferro por fungos degradadores de madeira é regulada pelo nivel de ferro no
meio extracelular (ARANTES, 2008; JELLISON et al., 1997; JELLISON et al.,
1991, FEKETE et al., 1989), indicativo de que esses quelantes também poder
estar envolvidos com o processo de captacao de ferro, considerando que esses
fungos necessitam de ferro para varias funcdes bioldgicas, assim como para
producdo de algumas enzimas ligninoliticas. Assim, é esperado que eles
também tenham um sistema especifico para a captacdo de ferro em um

ambiente deficiente nesse metal, como a madeira.

Em estudos sobre a potencialidade de degradacdo de corantes téxteis e
branqueamento da polpa de Kraft, os fungos basidiomicetos produtores de
qguelantes de ferro apresentam os melhores resultados, destacando-se Lentinus
edodes (Minussi et al. 2001) e Trametes versicolor (Milagres et al. 2002). Tais
trabalhos levaram Milagres e colaboradores (2002) a concluir que a
degradacdo desses compostos ndo esta ligada apenas a atividade ligninolitica
desses fungos, mas também a presenca de compostos de baixa massa molar

possuidores de quelantes de ferro.
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2.4. Papel dos fungos basidiomicetos na degradacdo de compostos
recalcitrantes

A decomposicdo da matéria organica € um processo que ocorre
naturalmente pela acdo de micro-organismos como fungos e bactérias. Tais
organismos se utilizam dessas substancias organicas para a obtencdo de
nutrientes e energia (RABINOVICH et al., 2004). No caso particular de
compostos organicos de elevada toxicidade e complexidade, sdo poucos 0s
organismos capazes de ndo somente degradé-los, mas também de suportar
as condicdes adversas que esses compostos impdem ao ambiente em que se
encontram depositados (OKADA, 2010).

Os fungos basidiomicetos, pertencentes ao filo basidiomycota do reino
Fungi, parecem ser 0Ss organismos com maior capacidade de degradar
poluentes organicos persistentes. Morfologicamente, sdo caracterizados pela
producdo de esporos de origem sexuada (estruturas denominadas basidios),
apresentam micélio dicaridtico durante maior parte do ciclo sexual e hifas
septadas que podem formas ansas (alcas de conexdo envolvidas na
manutencdo da dicariose caracteristica desse grupo) (ALEXOPOULOS et al.,
1996). Na natureza, desempenham importante papel na ciclagem de nutrientes.
Crescem, principalmente, sobre madeira em decomposi¢do e outros residuos
de origem vegetal (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Até o ano de 2008 haviam registros de 31.515 espécies conhecidas de
basidiomicetos (KIRK et al., 2008). A maioria das espécies de basidiomicetos
utiiza os componentes da madeira para seu crescimento. Dentre o0s
degradadores de madeira, destacam-se dois grandes grupos ecofisiologicos: 1)
fungos causadores de podridao branca; e 2) fungos causadores de podridéao

parda.

Os basidiomicetos causadores de podriddo branca possuem um sistema
enzimatico que os tornam capazes de utilizar fontes complexas de carbono,
sendo assim responsaveis pela degradacdo da celulose, hemicelulose e da
lignina, quebrando-a em moléculas menores até CO, e agua. Por isso, séo

denominados fungos ligninoceluliticos. Os causadores de podridao parda, por
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sua vez, removem, seletivamente, a celulose e a hemicelulose da madeira,
com capacidade causar limitadas mudancas na lignina (GUGLIOTTA, 2001;
MATHEUS; OKINO, 1998).

Os fungos de podriddo branca parecem ser 0s Unicos organismos
capazes de converter lignina a CO,. A degradacdo causada por esses fungos
ocorre, necessariamente, de forma extracelular, uma vez que os compostos da
madeira devem ser inicialmente despolimerizados até compostos menores
susceptiveis ao transporte através da parede celular e ao metabolismo
intracelular dos fungos envolvidos. Esses fungos agem pela penetracdo de
suas hifas pelo lumen das células, as quais, ali instaladas, produzem uma
variedade de metabdlitos extracelulares que vao, assim, atuar degradando 0s

componentes da parede celular (GOODELL et al., 1997)

Inicialmente, pensava-se que a capacidade dos basidiomicetos em
degradar compostos xenobioticos devia-se a semelhanca entre as estruturas
da molécula de lignina e as moléculas de alguns compostos organicos
sintéticos, principalmente os compostos arométicos. Atualmente, sabe-se que a
capacidade biodegradativa de fungos de podriddo branca deve-se a presenca
do sistema enzimatico ligninolitico inespecifico, extracelular e de alto poder
oxidante (EERD et al., 2003; EVANS; HEDGER, 2001; POINTING, 2001;
TUOMELA et al., 2000; MATHEUS, OKINO, 1998), além de compostos de
baixa massa molar (ARANTES et al., 2008; MOREIRA-NETO et al., 2009).
Esse sistema pode atuar na degradacéo de compostos xenobiéticos, sendo capaz
de mineralizar uma variedade de poluentes resistentes a degradacéo e eficiente
na descoloracédo de corantes, apresentando grande potencial de utilizacdo em
tratamento de efluentes téxteis (KUNZ et al., 2002; GUGLIOTTA, 2001).

Alguns espécimes de fungos basidiomicetos nativos do Brasil tiveram sua
capacidade de degradar diversas moléculas de corantes comprovada. Fungos
como Psilocybe castanella, Lentinus crinitus, Trametes villosa e Peniophora
cinerea foram capazes de degradar o corante antraquindnico Azul Brilhante de
Remazol (RBBR) (MACHADO et al., 2005b). Trametes villosa também foi

capaz de degradar corantes reativos téxteis (MACHADO et al., 2006) e corante
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indigo carmine (GUGLIOTTA, 2001). Balan; Monteiro (2001) observaram a
degradagdo do corante indigo por Phellinus gilvus, Pleurotus sajor-caju e

Pycnoporus sanguineus.

Eerd et al. (2003) e Aust (1990) listaram uma série de vantagens em usar
fungos basidiomicetos, 0s quais em muito contribuem em processos

degradativos de compostos recalcitrantes:

Capazes de transformar um grande numero de compostos com estruturas
dissimilares;

capazes de diminuir o efeito toxico de muitos xenobidticos;

libera metabdlitos que podem ser degradados por outros micro-
organismos;

o sistema sendo inespecifico pode ser usado para uma ampla variedade
de poluentes organicos ou mesmo para a mistura deles;

o sistema sendo produzido em resposta a condigdes de limitacao de
nutrientes, ndo necessita ser induzido pela exposicdo prévia ou pela presenca
de lignina ou do composto poluente;

a degradacao da lignina ocorre até que sua concentragao seja reduzida a
niveis nao-detectaveis, nos quais o produto final é CO,. Esse € o tipo de

processo desejavel para os xenobidticos.

No inicio, considerava-se que apenas basidiomicetos de podriddo branca
apresentavam potencial de degradar compostos recalcitrantes. Estudos mais
recentes com fungos de decomposicdo parda, crescidos em meio liquido
definido, demonstram que esses fungos usam radicais hidroxila para comecar a
degradacéo de vérios polimeros sintéticos e organopolutantes, apresentando o
mesmo potencial de utilizacdo (KRAMER et al., 2004; COHEN et al., 2002;
NEWCOMBE et al.,, 2002; SCHLOSSER et al., 2000; KEREM et al., 1998;
WETZSTEIN
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2.5 Biodegradagdo de corantes téxteis por fungos basidiomicetos

tropicais

O estudo dos compostos de baixa massa molar, redutores de ferro,
produzidos por fungos basidiomicetos, com potencialidade de descolorir
corantes téxteis faz parte de um projeto interinstitucional intitulado
“Biodegradacao de Corantes Téxteis por Fungos Basidiomicetos Tropicais”,
desenvolvido pelo Instituto de Botanica, Universidade Federal do ABC -
UFABC e a Universidade Catodlica de Santos — UniSantos, cujo objetivo geral €
compreender o mecanismo envolvido na degradacdo de corantes téxteis por
fungos basidiomicetos como subsidio para aplicacdo desses fungos e de seu
sistema ligninolitico na reducao da cor e da toxicidade de efluentes originados

do banho de tingimento de fibras téxteis.

A primeira etapa desse projeto foi a selecdo de linhagens, baseada na
capacidade de esses fungos degradarem o corante reativo antraquinénico Azul
Brilhante de Remazol R (0, 2 g L™!) em meio liquido definido em pH entre 5 e 9,

e producéo de quelantes de ferro de forma qualitativa.

A preocupagdo com o pH alcalino existe porque a maioria dos estudos
envolvendo a capacidade de descoloracdo de corantes téxteis por fungos
basidiomicetos € realizada em meios com pH ideal para o crescimento dos
mesmos, em torno de 4,5. Sendo o pH dos efluentes téxteis em torno de 10, €
de enorme interesse estudar o desempenho dos fungos em valores de pH
alcalinos, a fim de identificar quais estardo mais aptos para posteriores
utilizacdes na descoloracédo e, portanto, na descontaminagdo dos efluentes
téxteis (CESCATO, 2006).

Dessa forma, na primeira etapa foram avaliadas 25 linhagens; Peniophora
cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541 e Trogia buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727
foram as que obtiveram melhores resultados quanto a producéo qualitativa de
guelantes de metais (BONFIM; VITALI, dados ndo publicados), descoloracéo
do corante RBBR em pH alcalino (MOREIRA-NETO et al., submetido) e
recuperacgdo da producdo de quelantes apds choque de pH alcalino no meio de
cultivo (PARANHOS; VITALI, dados ndo-publicados).
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Resultados obtidos em estudos anteriores (PARANHOS; VITALI, dados
nao publicados) demonstraram degradacdo de 32% do corante reativo
Vermelho FN-2BL pela fragdo de baixa massa molar de Trogia buccinalis,
quando cultivado em meio, inicialmente, em pH alcalino. Quando a fracdo de
baixa massa molar foi originaria de cultivo em meio basal, apresentou baixo
potencial de degradacao (5%). Peniophora cinerea foi o fungo que apresentou
a fracdo de baixa massa molar com maior potencial degradativo para o corante
téxtil Azul Brilhante H-GR, 55 % e 23 % em cultivo com o pH inicialmente
alcalino (PARANHOS, 2007).

2.6 Justificativas

No Brasil os efluentes liquidos industriais devem atender aos padrbes de
emissao e, simultaneamente, ndo desenquadrar os corpos hidricos receptores. Os
parametros e limites a serem obedecidos para padrdo de emissdo sédo
regulamentados pela Lei n. 997, de 31.05.76, aprovado pelo Decreto n. 8.468, de
08.09.76 e pela Resolucdo Federal n. 357, de 17.03.05, do Conselho Nacional de
Meio Ambiente (Conama). Os padrfes guantitativos usuais de referéncia para a
indastria téxtil sdo em fungdo das varidveis: vazdo, demanda bioguimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), solidos em suspenséo
(SS), pH e temperatura, em alguns casos, adiciona-se a cor e 0 cromo.

Empresas téxteis de grande porte possuem lagoas com lodo ativado para
tratamento. Esses efluentes, mesmo tratados, retornam as bacias hidrograficas
com residuos de compostos organicos (compostos azoicos) e metais capazes
de provocar sérios danos a flora e a fauna fluviais e do solo. Além disso,
constituem risco a saude humana (especialmente quando o efluente € disposto
em bacias usadas para abastecimento publico), saude animal e as culturas

agricolas irrigadas.

Atualmente, os processos de tratamento sdo concebidos, considerando
os efluentes finais, constituidos pela soma de outros tantos efluentes oriundos
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das operacBes unitarias dentro da planta téxtil, como desengomagem,
tinturaria, acabamento, entre outros. O corante, utilizado no processo de
tingimento, € o composto que pode provocar toxicidade, mutagenicidade e a
presenca de cor no efluente final, dependendo do estagio de sua degradacao.
Uma proposta para melhorar a eficiéncia no tratamento de efluentes téxteis € o
desenvolvimento de tecnologia que vise ao tratamento do banho de tingimento
no momento seguinte ao de sua geracdo, em tanque anexo. Assim, quando
reunido ao tratamento final de todos os efluentes téxteis em lagoas de
decantacdo e tratamento biologico, o efluente liberado no ambiente devera
encontrar-se muito mais isento de cor e de contaminantes. Outro aspecto a
considerar- se é a reducdo de custos do tratamento. As aguas do banho de
tingimento pré-tratadas poderiam ser reutilizadas na planta ou, ainda reunidas

em um unico efluente, resultando em um menor custo para o tratamento final.

Nos dias de hoje, ndo ha legislacdo especifica obrigando o empresério
gerador de efluentes téxteis a trata-los ao ponto da retirada da coloracao do
efluente ou diminuicdo de sua intensidade, possivelmente pelo fato de né&o
haver processos tecnoldgicos disponiveis e economicamente viaveis para

tanto.

Nesse sentido, o projeto interinstitucional no qual este trabalho se insere
tem como objetivo a compreensdo de todo o processo degradativo dos
corantes reativos téxteis por fungos basidiomicetos, para servir de subsidio no
desenvolvimento de tecnologia de tratamento do efluente, mais efetiva quanto

a reducéo da cor do efluente e seus demais danos.
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3. OBJETIVOS

Geral: Estudar a composicédo da fracdo de baixa massa molar de Peniophora
cinerea e Trogia buccinalis, seu comportamento em pH alcalino e sua

capacidade em degradar corantes téxteis.
Especificos:

3.1. Avaliar a capacidade de reducéo do Fe®*" nos compostos de baixa massa

molar dos fungos selecionados em relacdo a idade fisiologica,;
3.2. Avaliar a atividade do quelante de ferro em relacéo a pHs alcalinos;
3.3. Caracterizacdo quimica das fracfes de baixa massa molar;

3.4. Avaliar a capacidade degradativa dos quelantes de ferro nos corantes
reativos Azul brilhante HG-R e Vermelho FN-2BL
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material biolégico

Foram utilizadas as linhagens de fungos basidiomicetos de podridao
branca Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541 (Figura 5) e Trogia
buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727 (Figura 6), depositados na colecao de
culturas de algas, cianobactérias e fungos do Instituto de Botanica da
secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sdo Paulo (Brasil).

Peniophora cinerea (Pers.) Cooke é um fungo de decomposicdo branca
pertencente a filo Basidiomycota, familia Peniophoraceae (Kirk et al., 2008) o
qual tem sido descrito como fungo degradador seletivo de lignina (OKINO et al.,
2000).

A linhagem empregada nesse projeto foi isolada da floresta tropical
brasileira, no municipio de S&o Vicente, na regido da Baixada Santista, estado
de Sao Paulo, Brasil (OKINO et al., 2000), e selecionada para esse estudo por
apresentar atividade de peroxidases, descoloracdo do RBBR, reducdo da
concentracdo de Pentaclorofenol (MACHADO, 1998), producdo de quelantes
de ferro e degradacao de corantes téxteis (PARANHOS; VITALI, 2007).

Trogia buccinalis (Mont.) Pat. € um fungo de decomposicdo branca
pertencente a filo Basidiomycota, familia Marasmiaceae (Kirk et al., 2008),
descrito como fungo degradador seletivo de lignina (OKINO et al., 2000). A
linhagem desse projeto foi isolada na regido de Ribeirdo Grande, estado de
Sédo Paulo, Brasil, e selecionada por apresentar atividade de proxidases,
capacidade de descolorir RBBR (MACHADO, 1998), producéo de quelantes de
ferro e degradacéo de corantes téxteis (PARANHOS; VITALI, 2007).

As culturas foram mantidas, a 4 °C, em EMA (extrato de malte agar),

constituido de: extrato de malte 2%; peptona 01 %; agar 1,5 %; Glicose 2%.


http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=440743
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Figura 5: Peniophora cinerea (Pers.) Cooke Figura 6: Trogia buccinalis (Mont.) Pat.

Fonte: www.pilzfotopage.de em 18/10/2007 Fonte: www.cortland.edu em 18/10/2007

4.2 Corantes sintéticos

Usou-se os corantes téxteis reativos Cibacron Azul Brilhante H-GR e
Vermelho FN-2BL, fornecidos por Ciba-Geyse (Figura 7). Os mesmos foram
preparados na concentragdo de 2g/100mL com pH 10 e hidrolizados a 60 °C
durante 1 hora. Os picos maximos de absorcdo dos corantes obteve-se por
varredura em espectrofotbmetro (Genesys 10S UV-VIS) no intervalo de
comprimento de onda de 400-800 nm (Figura 8).

A

Figura 7: Corante reativo Cibacron Vermelho FN-2BL 0,02% (A) e Corante
reativo Cibacron Azul Brilhante H-GR 0,02% (B)
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Figura 8: Scan dos corantes Azul brilhante H-GR (A) e Vermelho FN-2BL (B), hos comprimentos de
onda de 400 a 800 nm

4.3 Condicéao de cultivo

Na fase inicial de selecdo do meio de cultura mais apropriado para a
execucdo desse trabalho, o fungo Peniophora cinera foi inoculado com trés
discos de 5 mm de diametro, com crescimento micelial de sete dias de
incubacédo, em frascos de erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio basal. O
experimento dividido em dois lotes, um com meio basal e outro com meio basal
modificado, e metade desses lotes tiveram os pHs modificados para alcalino
(8,5), no momento da inoculacdo, e a outra metade manteve seu pH 6timo
(5,5). A duracao do cultivo foi de 15 dias, a 25°C.

Na segunda etapa deste trabalho, os fungos foram inoculados com seis
discos de 5 mm de diametro, com crescimento micelial de sete dias de
incubacéo, em frascos de erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio basal
modificado (MACHADO et al, 2006) e incubados a 25 °C no periodo de 21 dias.
Durante esse periodo, em intervalos de 7,14 e 21 dias, lotes de frascos
inoculados foram retirados para a obtencao e caracterizacdo dos compostos de

baixa massa molar.
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4.3.1 Meio basal (KIRK et al., 1978)

Composigéo: 5g Glicose, 1mL Tiamina HCI, 0,45g Tartarato de Amonio,
0,29 KH,PO4, 0,05g MgPOy4, 0,016g MnSO,4. H,0, 0,0499g CuS0O4.5H,0 e 1 mL
solucdo mineral (3g MgSQO,, 1g NaCl, 100 mg CaS0O4.H,0, 82 mg CaCl,, 100
mg CaS0O4, 100 mg ZnSO4, 10 mg CuSOy4, 210 mg AIK(SO,4), 10mg H3BO3 e 10
mg NaMoOQO,).

4.3.2 Meio basal modificado (KIRK et al., 1978, modificado por Machado et
al., 2006)

Composicéao: 59 Glicose, 0,459 Tartarato de Amoénio, 0,2g KH,PO4, 0,059
MgPO,,0,016g MnSO,. H,0O e 0,0499g CuSO,4.5H,0.

4.4 Obtencao dos compostos de baixa massa molar (CBMM) (< 5 kDa)

Ap6s filtragem dos cultivos, triplicaras foram congeladas e liofilizadas por
cinco dias. Apos a liofilizacdo, cada meio foi ressuspenso a 10% de seu volume
inicial com agua ultrapura. Depois, 0s materiais concentrados foram
ultrafiltrados, utilizando-se membranas de corte 5 kDa (marca VIVASPIN 15) a
3.950 rpm por 99 min (Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804 R).

4.5 Modificacdo do pH dos CBMM nas diferentes idades fisiologicas

Lotes das fragOes de baixa massa molar foram alcalinizadas com NaOH

2N para o pH 9. Empregando-se, como controle, fragdes com o pH natural.



4.6 Fluxograma das etapas do projeto
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[ Cultivo de Peniophora cinerea e Trogia buccinalis ]
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4.7 Caracterizagcédo dos compostos de baixa massa molar
4.7.1 Preparo da vidraria

Todas as vidrarias usadas para analises foram mantidas de molho em
solugcéo de HCL 6M por uma noite, e em seguida, enxaguada, exaustivamente,

com agua deionizada para a retirada de tracos de ferro.

4.7.1.1 Método CAS para deteccdo de atividade de quelante de Fe**

Para a deteccdo da presenca de compostos com atividade quelante de
Fe®*, empregou-se o Método universal CAS (Cromo Azurol S) (SCHWYN;
NEILAND, 1987), o qual se baseia na competicdo por ferro entre o complexo
férrico do corante indicador CAS e do quelante produzido pelos fungos. Esse
método consistiu no preparo de um corante complexo indicador com: 6 mL de
uma solucdo de brometo de hexa-deciltrimetilaménio (HDTMA) 10 mM, 1,5 mL
de solucéo de cloreto férrico (1 mM FeCI3-:6H20 em 10 mM HCI) e 7,5 mL de
solucdo CAS (Cromo Azurol S) 2 mM. A essa solucado se adicionou 4,307 g de
piperazina anidra dissolvida em agua deionizada e o pH ajustado para 5,6 pela
adicdo de HCI concentrado, e, finalmente, avolumado para 100 mL. Todas as
solucBes aquosas foram preparadas com agua deionizada. O reagente CAS
complexado com Fe®* na solugdo possui uma intensa cor azul com uma
absortividade de £=100.000 M™*cm™ a 630 nm e pH 5,6.

O ensaio consistiu na mistura de 0,5 mL da amostra e 0,5 mL da solugéo
de reagente CAS. O branco foi constituido de 0,5 mL da solucdo de reagente
CAS e 0,5 mL de meio de cultura ndo-inoculado, e, para zerar o aparelho,
utilizou-se agua deionizada. As leituras da absorbancia (630 nm) foram
determinadas ap0s uma hora de reacdo e os resultados expressos como
porcentagem de compostos quelantes, presentes na amostra capazes de
complexar Fe*" em relacéo ao branco. A porcentagem de quelantes produzidas

foi calculada de acordo com a equacéo:

% de unidade de CAS = [( Ab— Aa ) : Ab] x 100
onde: Ab = Absorbancia do branco; Aa = Absorbancia da amostra
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4.7.1.2 Atividade redutora de Fe®*

Os ensaios foram realizados em cubetas de quartzo de 2mL, com 0,375
mL de amostra, 0,4 mL de tamp&o acetato de s6dio 50 mM (pHs 4,5), e 50 uL
de FeCl; 0,5 mM (recém-preparada) (ARANTES, 2007). Apdés 30 minutos, no
escuro, adicionou-sel00 pL de NaF 2,5 mM para paralisar a reacdo (AGUIAR,
2008) e 125 L de ferrozina 2 mM adicionado a mistura e a absorbancia a 562
nm foi lida imediatamente. Os resultados expressos pela quantidade de Fe?'
formado (€562= 27.900 M-1cm-1) (STOOKEY, 1970). Para o branco, substituiu-
se a amostra por agua deionizada. Um controle, contendo FeCl; e ferrozina foi
realizado para descontar a quantidade de fons Fe?* formados durante o

equilibrio natural Fe*/Fe®" em agua.

4.7.3 Caracterizacdo quimica dos compostos de baixa massa molar

4.7.3.1 Derivados de catecol

Para a deteccdo de compostos com estruturas do tipo catecol utilizou-se o
Método de Arnow (1937). Quando héa estruturas de tipo catecol elas reagem
com &cido nitrico produzindo uma coloracdo amarela, a qual muda para

vermelho-laranja quando o meio reacional torna-se, fortemente, alcalino.

Essa metodologia consistiu no preparo das seguintes solucdes: HCI 0,5
M, 10 g de nitrato de sodio e 10 g de molibdato de sédio dissolvidos em 100 mL
de agua desionizada, e NaOH 1 M. Para 0,5 mL de amostra, adicionaram-se 0s
reagentes na seguinte ordem: 0,5 mL de HCI, 0,5 mL da solugéo de nitrato-
molibdato e 0,5 mL de NaOH.

Apés trés minutos de reacdo, a absorbancia das solucgdes foi lida a 510
nm e a concentracdo de compostos com estrutura catecol nas amostras foi
determinada por uma curva de calibragédo preparada com éacido 2,3-dihidroxi-

benzdbico.
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4.7.3.2 Derivados de acido hidroxamico

Para a deteccdo de compostos com estrutura de hidroxamato empregou-
se 0 Ensaio de Csaky (1948). A reacao se baseia na oxidacdo da hidroxilamina
a nitrito em meio acido, que é, entdo, estimado pela reacdo de cor com acido

sulfanilico e a-naftilamina.

As amostras foram, inicialmente, tratadas com carvao ativado (1% p/v),
mantidas em agitador automatico a 1.000 rpm (overnight). Apos esse periodo,
0,2 mL da amostra tratada, foi, primeiro, hidrolisada com 0,3 mL de solucéo
H.SO, 3 M, em um tubo de ensaio de vidro com um tampa de rosca de
polipropileno a 100°C por seis horas. Apoés resfriada a temperatura ambiente,
foi adicionada a amostra 0,6 mL de acetato de sodio 35% (p/v) e 0,1 mL de
solucdo de &cido sulfanilico (1 g de &cido sulfanilico dissolvido em 100 mL de
uma solucao aquecida de acido acético 30% v/v), e 0,1 mL de solucdo de iodo
(1,3 g de iodo em 100 mL de &cido acético glacial). Apos trés minutos, o
excesso de iodo, no meio reacional, foi removido pela adicdo de 0,2 mL de
solucdo de arsenito de sodio 2 % (p/v). A seguir, adicionou-se 0,2 mL de
solugdo de a-naftilamina (3 g de a-naftilamina dissolvida em 1 L de &cido

acético, 30%, p/v).

A absorbancia das solucdes lida a 526 nm e a concentracdo de
compostos com estrutura de hidroxamato, nas amostras, foi determinada por

uma curva de calibragéo, preparada com cloreto de hidroxilamina (Sigma).

4.8 Determinacdo da degradacdo in vitro dos corantes reativos téxteis

pelos CBMM com quelantes de metal

Cada corante reativo foi incubado junto aos compostos de baixa massa
molar produzidos por P. cinerea e T. buccinalis 1:1 (v/v) (triplicata) por 72
horas a 25 °C. Como controle usou-se mistura de corante com meio de cultura

sem indculo 1:1 (v/v). A descoloracédo do corante foi monitorada em intervalos
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de 24 horas por espectrofotometria (Genesys 10S UV-VIS) no comprimento de
luz de 200 a 800 nm.

A capacidade de descoloracdo dos corantes foram avaliadas pela
reducdo da absorbancia do comprimento de onda caracteristico de cada
corante (530 nm corante vermelho e 640 nm corante azul), enquanto a
degradacdo do corante foi constatada segundo o método proposto por Glenn &
Gold (1983), pela razéo entre as leituras da absorbancia em dois comprimentos

de onda em espectrofotbmetro.

A porcentagem de descoloracdo dos corantes foi calculada com base na

equacao:
% descoloracéo = [100 — (Ac * 100)/Ab]
Onde: Ac= Absorbancia no pico caracteristico do corante

Ab= Absorbancia do pico carateristico do corante no tempo 0 (zero)

4.9 Andlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados pelo programa estatistico Minitab 15 (2011).
Os resultados obtidos submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando
observou-se efeito significativo superior ou igual a 95% de probabilidade (P<

0,05), as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Os dados percentuais foram transformados na expressao abaixo, de

acordo com Vieira e Hoffmann (1989).

Valor transformado = arcsen vvalor em % /100
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RESUMO

As condicdes nutricionais do meio afetam, diretamente, na fisiologia e no
metabolismo dos fungos, interferindo em sua atividade enzimatica, producéo de
guelantes e capacidade de quelacéo de metais. Com base nesses aspectos o presente
estudo teve como objetivo avaliar a interferéncia da retirada da solugéao de vitaminas do
meio basal na producéo de quelantes de ferro e na descoloracdo de corantes téxteis
por Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541. A linhagem CCIBT 2541 desse
fungo foi incubada nos meios basal e basal simplificado, no escuro, a 25°C, durante 15
dias. Cada um teve os cultivos divididos em dois lotes, sendo que metade dos frascos
destes lotes tiveram os pHs modificados para alcalino (8,5) no momento da inoculacéo
e a outra metade manteve seu pH 6timo (5,5). Apés o periodo de cultivo realizou-se o
método CAS no extrato bruto e o restante dos extratos foram concentrados e
ultrafitrados (membranas de corte 5 kDa) para obtencdo dos compostos de baixa
massa molar. Esses compostos foram caracterizados quanto a producdo de quelantes
de ferro e ao potencial de descoloracdo de corantes reativos. A producdo de quelantes
de ferro no extrato bruto de Peniophora cinerea teve comportamento e produgéo similar
nos dois meios de cultura testados. Quanto aos compostos de baixa massa molar, o
meio basal simplificado apresentou maior producéo de quelantes (51%) do que o meio
basal (36%), com o pH dos meios, inicialmente, alcalinizados. Os corantes reativos
Azul brilhante H-GR e Vermelho FN-2BL foram incubados com os compostos de baixa
massa molar 1:1(v/v), durante 72 horas. Ambos tiveram pico de descoloragdo com 24
horas de incubacgdo. Os compostos de baixa massa molar foram capazes de descolorir
0 corante azul em todas as condicdes de cultivo, sendo a taxa de descoloragdo
praticamente a mesma em pH inicialmente alcalino (24,15% meio basal e 21% meio
basal simplicado); enquanto o corante vermelho, apenas em pH 6timo (6,41% meio
basal e 14,80% meio basal simplificado). Com base nestes resultados, a simplificacdo
do meio basal ndo interferiu nos resultados podendo ser utilizado nos estudos dos

compostos de baixa massa molar visando processos biotecnolégicos.

Palavras-chave: Corantes reativos; Quelantes de ferro; Peniophora cinerea;

Reacédo de Fenton; Descoloracéo.
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ABSTRACT

Evaluation of basal medium’s composition interference in the production
of iron chelators and decolorization of textile dyes by Peniophora cinerea

The nutritional conditions of the environment directly affect physiology
and metabolism of fungi, interfering with their enzymatic activity, metal chelators
production and chelation capacity. Based on these aspects, the present study
aimed to evaluate the role of basal medium composition on the production of
iron chelators and the decolorization of textile dyes by Peniophora
cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541. The CCIBT 2541 lineage of this species
was incubated in basal medium and simplified basal medium in the absence of
illumination at 25 °C for 15 days. Each one of the cultures were divided into two
lots, with each half of the lots having, at the time of inoculation, its pH modified
to reach alkaline conditions (pH 8,5). The other half were kept at their optimum
pH (5,5). After the cultivation period the CAS method was assayed in the crude
extract while the remaining extracts were concentrated and ultrafiltrated (5 kDa
cutoff membranes) to obtain low molecular weight compounds. These
compounds were characterized by the production of iron chelators and the
potential for decolorization of reactive dyes. The production of iron chelators in
the crude extract of Peniophora cinerea presented similar behavior and
production in both media tested. As for the low molecular weight compounds,
the simplified basal medium presented higher chelator production (51 %) than
basal medium (36 %) with media initially alkalinized. The reactive dyes Brilliant
Blue H-GR and Red FN-2BL were incubated with low molecular weight
compounds 1:1 (v/v) for 72 hours. Both had decolorization peak within 24 hours
of incubation. The low molecular weight compounds were able to decolorize
blue dye in all culture conditions. As for these cultures in alkaline conditions, the
results obtained were similar (24,15 % basal medium and 21 % simplified basal
medium); As for the red dye, decolorization was only possible in optimum pH
conditions (6,41 % basal medium and 14,80 % simplified basal medium). Based
on these results, simplification of the basal medium did not interfere in the result
therefore we suggest the use of basal medium in studies of low molecular
weight compounds in biotechnology processes.

Keywords: Reactive dyes; Iron chelators; Peniophora cinerea; Fenton reaction;
decolorization
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INTRODUCAO

A maioria dos processos biotecnolégicos a empregar fungos
basidiomicetos, baseia-se em seus produtos metabdlicos, como enzimas e
polissacarideos. A importancia do aparato enzimatico desses fungos esta,
diretamente, relacionada com a bioconversao de residuos lignoceluldsicos em
processos de biorremediagdo de solos contaminados e no tratamento de
efluentes das industrias papeleiras e téxteis (MATHEUS; OKINO, 1998).

Estudos de potencialidade de fungos que vise aplicabilidade industrial
possuem um ponto basico para a sua viabilidade, o custo, sendo o0 meio de
cultura é a base de todo processo que vise aplicacdo de micro-organismos.
Dessa forma, os estudos béasicos sobre o metabolismo degradativo por fungos
iniciam-se com meios basais, para conhecer o mecanismo utilizado por eles e
posteriormente a substituicdo de nutrientes por substratos complexos de baixo

custo.

Muitas das espécies de fungos basidiomicetos utilizam os componentes
da madeira para seu crescimento. Os basidiomicetos de podriddo branca
necessitam de substrato com carboidratos, proteinas, glicose e lignina para seu
desenvolvimento, e a capacidade desses micro-organismos em assimilar
matéria organica dependem de sua habilidade de producdo de enzimas

necessarias para a degradacéo do substrato (TUOMELA et al., 1999).

Pesquisas recentes apontam o potencial dos fungos basidiomicetos
degradadores da lignina em degradar compostos recalcitrantes. Para a
degradacdo da lignina é necessario um sistema ligninolitico de acédo
extracelular, oxidativo e nao-especifico como o dos fungos basidiomicetos de
podriddo branca. Esse processo multienzimatico é resultante da acao
coordenada de uma série de enzimas do grupo das oxidoredutases, além de
compostos intermediarios de baixa massa molar (TORTELLA et al., 2005;
BALDRIAN, 2006; HUSAIN, 2006). Esse sistema pode atuar na degradacédo de

compostos xenobiodticos, sendo capaz de mineralizar uma variedade de
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poluentes resistentes a degradacéo e eficiente na descoloracdo de corantes,
indicando grande potencial de utilizacdo em processos de biorremediacdo
(MOREIRA-NETO, 2006; KUNZ et al., 2002; GUGLIOTTA, 2001). Acredita-se
que os fungos basidiomicetos usam o mesmo mecanismo de degradacdo da
madeira para a biodegradacdo de composto recalcitrantes, utilizando estes
compostos como substrato.

Alguns espécimes de fungos basidiomicetos, nativos do Brasil, tiveram
sua capacidade de degradar diversas moléculas de corantes comprovada.
Fungos como Psilocybe castanella, Lentinus crinitus, Trametes villosa e
Peniophora cinerea degradaram o corante antraquindénico Azul Brilhante
Remazol R (RBBR) (MACHADO et al., 2005b). Trametes villosa também foi
capaz de degradar corantes reativos téxteis (MACHADO; MATHEUS, 2006) e
corante indigo carmine (GUGLIOTTA, 2001). Balan e Monteiro (2001),
observaram a degradacdo do corante indigo por Phellinus gilvus, Pleurotus

sajor-caju e Pycnoporus sanguineus.

Acredita-se que os compostos de baixa massa molar (CBMM) podem
estar envolvidos com o inicio da degradacdo da madeira, penetrando na parede
celular e funcionando em conjunto com 0s metais no principio da reacao de
despolimerizacdo da parede celular da madeira. Dentre estes compostos,
encontram-se 0s agentes quelantes de metais, oxalatos e peptideos, com
capacidade de complexar com Fe** e reduzi-lo a Fe?*. Na presenca de peréxido
de hidrogénio, esses compostos desempenham papel degradativo, atacando a
celulose e hemicelulose da madeira, por meio de radicais gerados pela reacao
do tipo Fenton (MILAGRES et al., 2002).

A preocupacdo com o pH alcalino existe pois grande parte dos estudos
envolvendo a capacidade de descoloracdo de corantes téxteis por fungos
basidiomicetos € realizada em meios com pH ideal para o crescimento dos
mesmos, em torno de 4,5. Sendo o pH dos efluentes téxteis em torno de 10, é
de interesse estudar o desempenho dos fungos em valores de pH alcalinos, a
fim de identificar quais estardo mais aptos para posteriores utilizacbes na

descoloracgao e, portanto, na descontaminagéo dos efluentes téxteis.
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Paranhos (2007), estudando a capacidade de descoloragdo dos compostos
de baixa massa molar de Trogia buccinalis, Peniophora cinerea e Trametes
villosa, observou que os fungos cresciam melhor no meio complexo e
apresentavam maior atividade enzimatica e de quelantes de Fe®*" do que no
meio basal, mas quando obteve os CBMM a atividade dos quelantes se
igualavam. Também constataram que nos extratos obtidos no meio basal com
pH inicialmente alcalino, os CBMM apresentaram descoloracdo dos corantes
reativos azul, vermelho e amarelo, enquanto que no meio complexo com pH 5, a
descoloracao ocorreu apenas com o corante azul (PARANHOS; VITALI, dados
nao publicados)*.

Parte do grupo de pesquisa envolvido nesse projeto dedica-se a avaliar a
capacidade de descoloracdo desses corantes in vivo, analisando-a pela atuacao
de todo o metabolismo fungico, com o foco na atividade enzimética e otimizacao
do meio (OLIVEIRA et al., 2010; YAMANAKA, et al., 2008).

Com o objetivo de todo grupo trabalhar com o mesmo meio de cultura
para o desenvolvimento do projeto, este estudo visou avaliar a influencia do
meio basal simplificado & atividade de quelantes de Fe*', seu comportamento

em pH alcalino e a sua contribui¢cdo na descoloracédo dos corantes reativos.

*Relatério CNPQ-PIBIC, 2008.
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MATERIAL E METODOS

Material biolégico: Utilizou-se a linhagem de fungo basidiomiceto de podriddo
branca Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541, depositado na colecao
de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica da
Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo (Brasil). A cultura foi
mantida, a 4 °C, em EMA (extrato malte agar), constituido de: extrato de malte
2%; peptona 0,1%; agar 1,5%; Glicose 2 %.

Corantes sintéticos: Empregou-se os corantes téxteis reativos Cibacron Azul
Brilhante H-GR e Vermelho FN-2BL, fornecidos por Ciba-Geyse. Os corantes
foram preparados na concentracdo de 0,2g/L com pH 10, com NaOH 2N, e
hidrolizados a 80 °C, durante 4 hora. Os picos maximos de absorcdo dos
corantes foram obtidos por varredura em espectrofotémetro (Genesys 10S UV-

VIS) no intervalo de comprimento de onda de 400-800 nm.

Condicao de cultivo: P. cinerea foi inoculados com trés discos de 5 mm de
diametro com crescimento micelial de sete dias de incubacg&o, em frascos de
erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio basal. O experimento foi dividido
em dois lotes, um com meio basal e outro com meio basal sem solucdo de
vitaminas - simplificado (MACHADO et al., 2006). Novamente cada lote de
meio foi dividido, sendo que metade dos frascos desses lotes tiveram os pHs
modificados para alcalino (8,5) no momento da inoculacdo e a outra metade
manteve seu pH o6timo (5,5). A duracdo do cultivo foi de 15 dias, a 25+2°C.
Apods o periodo de cultivo realizou-se o método CAS no extrato bruto e nos

compostos de baixa massa molar.

Método CAS para deteccdo de atividade de quelante de Fe*: Para a
deteccdo da presenca de compostos com atividade quelante de Fe®", aplicou-
se 0 método universal CAS (Cromo Azurol S) (SCHWYN; NEILAND 1987),
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baseado na competicéo por ferro entre o complexo férrico do corante indicador

CAS e do quelante produzido pelos fungos.

Obtencdo dos compostos de baixa massa molar (< 5 kDa): Ap0és filtragem
dos cultivos, os extratos do fungo foram concentrados dez vezes por liofilizacao
e foram ultrafiltrados utilizando-se membranas de corte 5 kDa (marca
VIVASPIN 15) a 3950 rpm por 99 min (Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804
R).

Descoloragéo in vitro: Solugdo de cada corante a 0,01% foi incubada nos
CBMM 1:1 (v/v), por 72 horas, a 25 °C. Como controle usou-se a mistura de

corante com meio de cultura sem inoculo 1:1 (v/v).

Capacidade de descoloracdo dos corantes: Avaliada pela reducdo da
absorbéancia do comprimento de onda caracteristico de cada corante (530 nm

corante vermelho e 640 nm corante azul).

Teste de degradacdo dos corantes: Avaliada pela razdo entre as leituras da
absorbancia em dois comprimentos de onda em espectrofotdbmetro, segundo o

método proposto por Glenn e Gold (1983).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base em estudos anteriores, 0s quais afirmam que a produgéo dos
quelantes de ferro e seu potencial de quelacdo sao influenciados pela
composicao e pH do meio, testou-se a producao de quelantes de ferro em duas
variacbes do meio basal e seu comportamento em pH alcalino (MELO, 2009;
PARANHOS; VITALI, dados nao publicados).

A retirada da solugdo de vitaminas e a alcalinizacdo inicial do pH nos
dois meios nao interferiram na capacidade de acidificagdo do pH por P. cinerea
para o seu pH 6timo. O pH ficou entre 3,6 nos cultivos sem alteracdo de pH e 4
para cultivos com alcalinizagdo do meio. Esse resultado € um indicativo da

producdo de acidos organicos por P. cinerea nas condi¢cdes de cultivo

utilizadas.
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Figura 1: Variacdo dos valores médios do pH de P. cinerea CCIBT 2541
incubado em meio basal e meio basal simplificado com pH 6timo do meio e pH
inicialmente alcalino, a 25° C, durante 15 dias

A acidificacdo do meio é decorrente da producdo de acidos organicos
formados pelo metabolismo de acucares, tendo a propriedade de acidificar o meio
(AGUIAR et al., 2006; MOORE- LANDECKER, 1996) e assim modificar o pH para
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seu pH 6timo de crescimento e metabolismo (MOREIRA-NETO et al., 2009). Kirk
(1978) comprovou que pH em torno de 4,5 propicia um crescimento 6timo para o
fungo Phanerochaeta chrysosporium e essa faixa de pH &cido € 6tima para o
crescimento de outros grupos de fungos (SWANY; RAMSAY, 1999).

Teneke e colaboradores (2001) observaram alteracdes no valores do pH
inicial dos meios de cultura, durante o crescimento de varios fungos
basidiomicetos. Esses autores concluiram que o pH do meio tende a aumentar
guando o pH inicial é abaixo de 4 e o oposto foi observado quando o pH inicial
do meio acima de 4,5. Corroborando, Galhaup et al. (2002) notou a diminuicao
do pH inicial (5,0 para 3,6) durante a fase de crescimento de Trametes
pubescens. Ganoderma australe, Polyporus brumalis and P. ciliates também
apresentaram reducdo no pH do meio, de 6,7 para 4,5, durante o periodo de
crescimento (RIGAS ; DRITSA, 2006). Esse comportamento também foi

observado no presente trabalho nos cultivos com pH inicial de 8.

O pH alcalino é o principal fator agravante na utilizacdo de fungos
basidiomicetos na biorremediacdo de efluentes, pois esta associado, entre
outros fatores, a disponibilidade de nutrientes na forma ibnica e a solubilidade
de ions metais, 0s quais podem ser altamente toxicos aos fungos. As enzimas
as quais atuam no sistema lignolitico apresentam um pH 6timo para atuacao
que, de maneira geral, situa-se entre 3,5 e 7 (MOREIRA-NETO et al., 2009).
Valores altos de pH acarretam ainda um comprometimento no crescimento
fungico, pois muitos metais que sdo empregados como co-fatores, como por
exemplo Cu?* que ativa as enzimas lacase e tirosinase, tornam-se insolGveis,
afetando muitas vias metabdlicas (MOREIRA- NETO, 2006; GALHAUP et al.,
2002; GUGLIOTTA, 2001; KIRK et al., 1978).

No presente estudo, o pH n&o proporcionou mudancas na fisiolégicas
do fungo, ja que esse conseguiu mudar o pH do meio para o seu pH 6timo
metabdlico. Estudos anteriores realizados por Paranhos (2007), mostram a

eficiéncia desse mesmo fungo em modificar o pH do meio.

E sugerido que durante a biodegradacdo da madeira por fungos de

decomposicdo parda o &cido oxalico produzido atue solubilizando Fe®*" e, do
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mesmo modo, prevenindo, pela quelagdo do metal, a geracdo de ROS pela
reacao de Fenton proximo a hifa fungica (GOODELL et al., 1997; ARANTES et
al., 2009). Por outro lado, o rapido decréscimo do pH na fase inicial de
crescimento, em condi¢cdes de deficiéncia de ferro no meio de cultura, pode ser
um mecanismo (acidificagcdo do meio para posterior assimilagdo do ferro por
reducdo) empregado pelo fungo para superar o problema de baixas
concentracdes de ferro no meio.

Producao de quelantes de ferro

A producao de quelantes de ferro do extrato bruto do fungo P. cinerea
teve 0 mesmo comportamento nos dois meios de cultura testado. Em ambos
houve maior produgdo de quelantes no meio, inicialmente, alcalinizado (20%

meio basal e 18% meio basal simplificado) (Figura 2).

A producdo de quelantes de ferro nos compostos de baixa massa
molar € maior do que no extrato bruto, pelo fato dos CBMM ser mais
concentrado que o extrato bruto, devido a ultrafiltracdo a qual foram
submetidos. A producdo de quelantes no CBMM de P. cinerea (Figura 3) foi
similar a observada por Paranhos e Vitali (dados nédo publicados), quando
cultivado este mesmo fungo em ME 2% com pH 6timo (74% em 30 dias de

cultivo).
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Figura 2: Porcentagem da producdo de CAS do extrato bruto de Peniophora
cinerea CCIBT 2541 cultivado meio basal e meio basal simplificado, apés 15 dias
de cultivo
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Neste trabalho observa-se que a producéao de quelantes de ferro entre os
CBMM foi de 53% pH o6timo e 50% pH alcalino, em meio simplificado. No meio
basal ndo foi detectada a presenca de quelantes de ferro quando cultivado em
pH 6timo, acredita-se que isso ocorra pelo fato desse fungo ser produtor de
exsudado, composto de coloracdo castanha, que interfere na analise por
espectrofotometria. Em trabalhos recentes do nosso grupo de pesquisa n&o foi
notada a presenca de exsudado nos extratos e fragcbes com pH alcalinizado,
isto pode ocorrer em virtude de alguma reacédo causada pela presenca NaOH
2N (utilizado na alcalinagéo do meio) (MELO, 2009; PARANHOQOS, 2007).
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Figura 3: Porcentagem da producdo de CAS dos compostos de baixa massa molar
produzidos por Peniophora cinerea CCIBT 2541 cultivado meio basal e meio basal
simplificado, ap6s 15 dias de cultivo

A auséncia da solugéo de vitaminas e Tiamina HCI no meio de cultura ndo
teve consequencia direta na producdo dos compostos de baixa massa molar,
muito pelo contrario, 0 meio basal simplificado indicou maior producédo de CAS
(51%) do que em meio basal (36%). Considera-se que a producédo de
guelantes de ferro esta mais relacionada com a quantidade de ferro disponivel

no meio de cultura, do que com os nutrientes do meio.
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Arantes (2008) ao estudar fungos de podridao branca e parda, constatou
maior producdo de quelantes (hidroxamatos e catecolatos) quando os fungos
crescem mais lentos (condi¢cfes de restricdo de ferro) do que quando crescem
rapidos (condi¢cBes de suplementacdo com ferro).O fato esta de acordo com a
afirmacao feita por Neilands (1984), que elevada concentracdo de ferro no
meio de cultivo, normalmente, resulta em excelente crescimento do micro-
organismo, mas somente modesta producdo de quelantes especificos de Fe®*
(sideroforos). Além disso, os resultados indicam que a producéo de catecéis e
hidroxamatos em fungos de decomposicdo branca e parda é, diferentemente,
regulada por ferro.

Teste de degradacao dos corantes

O corante azul brilhante H-GR demonstrou descoloracéo pelos compostos
de baixa massa molar produzidos por P. cinerea nos dois meios de cultura e
suas maiores taxas de descoloracdo ocorreram com 24 horas de incubacéo
(Figura 4). Os CBMM produzidos no meio basal, sem alteracdo de pH
apresentaram maior descoloracdo do corante, 36,31% em relacdo aos obtidos
em cultivos com o pH inicial alcalinizado 24,15%. Resultados similares foram
verificados por Paranhos (2007), os CBMM de P. cinerea cultivado em meio
basal com pH inicialmente alcalino apresentou 23% de descoloracdo do

corante azul em 26 horas.

Os CBMM produzidos no meio basal simplificado descoloriram 11% e

aproximadamente 21%, em pH sem e com alcalinizacao, respectivamente.

Moreira-Neto e colaboradores (2009) notaram que o pH inicial do meio de
cultura influenciou, diretamente, na descoloracdo in vitro do corante
antraquinonico RBBR. Os extratos enziméaticos de L. crinitus e P. castanella
apresentaram maior taxa de descoloracédo quando cultivado em meio com pH

inicial 4,5, e 5,9, respectivamente.

No presente estudo observou-se que o pH inicial do meio de cultivo ndo
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teve influéncia direta na degradagdo dos corantes reativo azul pelo CBMM
produzidos por P. cinerea, ja que esse demonstrou degradacao nas duas faixas
de pH.

De acordo com Glenn e Gold (1983) a degradacéo de corantes pode ser
monitorada durante o cultivo do fungo em meio liquido, por meio da razao entre
dois comprimentos de onda caracteristicos do corante (para o corante azul 640
e 530 nm) (Figura 4). Quando as razdes se mostram constante ao longo do
tempo, caracteriza-se a nao alteracdo da molécula e quando a razdo for

decrescente, pode-se inferir que houve degradacao.

razdo 640/530 (nm)
N

24 ‘ 48 ‘ 72 horas ‘ 0 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 72 horas

Meio basal Meio basal simplificado

—&—pHotimo = ® =controle  —— pHinicial alcalino = B = controle alcalino

Figura 4: Variacdo da raz&o da absorbancia do corante azul pelos CBMM produzidos por
Peniophora cinerea (CCIBT 2541) nos comprimentos de onda 630 e 530 nm, cultivado
meio basal e meio basal simplificado, apds 15 dias de cultivo, durante 72 horas de
reacéo

Assim como o corante Azul, o corante Vermelho exibiu melhor
descoloragcdo com 24 horas de incubacdo. Os compostos de baixa massa
molar cultivado em meio basal modificado teve 14,80% descoloracdo e em
meio basal 6,41%, com pH 6timo. N&o foi detectada descoloracdo do corante
vermelho quando incubado nas duas variagbes de meio basal com pH

inicialmente alcalino. Resultados obtidos no teste de degradagao proposto por
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Gleen; Gold (1983), confirmam esse dado, ja que o tratamento com P. cinerea

teve o0 mesmo comportamento do tratamento controle (Figura 5).

Diversos estudos tém sido realizados com fungos de podriddo branca na
degradacdo de corantes sintéticos téxteis. Younes e colaboradores (2006),
observaram a descoloracdo de diversos corantes téxteis, entre eles, Neolane
pink (88%), Neolane Blue (84%), Pink Bengal (49%) e Basic red (30), utilizando

apenas a lacase purificada do Perreniporia tephropora.

razdo 530/430 (nm)
N

&=
S o o _ -
1 A -~ o _ > = -
- ---u
0
0 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 72 horas 0 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 72 horas
meio basal meio basal simplificado
—<— pH 6timo = & —-controle —#—pHalcalino = B = controle alcalino

Figura 5: Variagdo da razdo da absorbanciado do corante vermelho pelos CBMM
produzidos por Peniophora cinerea (CCIBT 2541) nos comprimentos de onda 530
e 430 nm, cultivado meio basal e meio basal simplificado, apds 15 dias de cultivo,
durante 72 horas de reacao

Contudo, sabe-se que apesar do grande potencial de degradacéo das
enzimas ligninoliticas, produzidas por esses fungos, a taxa de degradagédo dos
corantes recalcintrantes é intensificada quando se usa todo o metabolismo do

fungo.

Boer e colaboradores (2004), observaram a mineralizacdo dos corantes
téxteis Amido Black, Congo Red, Trypan Blue, Methyl Green, RBBR, Methyl
Violet, Rthyl Violet e Poly R470, apos 18 dias de incubacg&o do fungo Lentinus
edodes.
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CONCLUSAO

Com os dados obtidos, nesse trabalho, comprova-se que as alteracdes
no meio basal, retirada da solu¢éo de vitaminas e da tiamina HCI ndo alteraram
os resultados dos estudos anteriores com este meio, possibilitando assim a
utilizacdo do meio basal simplificado na realizacdo das proximas etapas do

estudo.

Os compostos de baixa massa molar demonstraram manter sua

capacidade em degradar o corante Azul e Vermelho no meio basal simplificado.
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RESUMO

Fungos basidiomicetos, causadores de podriddo branca da madeira,
possuem a capacidade de transformar e até mineralizar, além da lignina, uma
variedade de poluente organicos resistentes a degradacéo, devido a presenca
do aparato enzimético produzido por estes fungos. Estudos sobre a
biodegradacdo da madeira evidenciaram que as enzimas lignoceluloliticas néo
sdo capazes de penetrar na estrutura da parede celular nas fases iniciais da
degradacdo em razao de seu alto peso molecular, assim sendo, sugere-se que
0s compostos de baixa massa molar provocariam, nos estagios iniciais de
degradacdo, a desorganizacdo da estrutura da parede celular, abrindo poros
para futuros ataques enzimaticos. Com o objetivo de conhecer os mecanismos
envolvidos na degradacao de corantes téxteis, mecanismo degradativo similar a
biodegracdo da madeira, este trabalho estudou a composi¢céo dos compostos de
baixa massa molar produzidos pelos fungos de podriddo branca Trogia
buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727 e Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT
2541. Esses fungos foram incubados em meio basal, no escuro, a 25°C, durante
21 dias, sendo que, em intervalos de sete dias, triplicatas foram concentradas e
ultrafiltradas (membranas de corte 5 kDa) para obtencdo dos compostos de
baixa massa molar em diferentes idades fisiolégicas. Essas fracbes foram
caracterizadas quanto a producdo de quelantes de ferro, tipo de quelante -
catecol efou hidroxamato e atividade redutora de Fe**. Ambos os fungos
apresentaram producdo de quelantes de ferro significativa (51% Trogia
buccinalis e 45% Peniophora cinerea, apés 21 dias de cultivo), caracterizadas
como tipo catecol, Peniophora cinerea (0,65 mM) com idade fisiologica de 14
dias, e Trogia buccinalis (0,57 mM) aos 21 dias. Contudo, os fungos
apresentaram baixa atividade redutora de ferro, producdo média de 4uM de Fe**
reduzido.

Palavras-chave: Quelantes de ferro; Peniophora cinerea; Trogia buccinalis;
Reac&o de Fenton; Atividade redutora de Fe*".
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ABSTRACT

Detection of low molecular weight compounds produced by white rot
basidiomycetes

Studies on wood biodegradation showed that lignocellulolytic enzymes are not
able to penetrate the cell wall structure in the early stages of degradation due to
their high molecular weight. Therefore, it is believed that low molecular weight
compounds would cause the disruption of cell wall structure in early stages of
degradation, opening pores for future enzymatic attack. The understanding of
the mechanisms involved in the degradation of textile dyes, this work studied
the composition of low molecular weight compounds produced by the white rot
fungi Trogia buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727 and Peniophora cinerea (Pers.)
Cooke CCIBT 2541. These species were incubated in basal medium in the
absence of illumination at 25 ° C for 21 days. At intervals of seven days,
triplicates were concentrated and ultrafiltered (5 kDa cutoff membranes) to
obtain low molecular weight compounds in different physiological ages. These
fractions were characterized as for their production of iron chelators, chelating
type - catechol and/or hydroxamate, and Fe®* reducing activity. Both fungi
showed significant production of iron chelators (51% T. buccinalis and 45% P.
cinerea, after 21 days of culture), characterized as type Catechol. P. cinerea
(0,65 mM) with physiological age of 14 days, and T. buccinalis (0,57 mM) at 21
days of cultivation. However, the fungi presented low iron reducing activity
(average of 4uM of reduced Fe*").

Keywords: Iron chelators; Peniophora cinerea; Trogia buccinalis; Fenton
reaction; Fe*" reducing activity.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas muitos estudos tém sido realizados com o intuito de
desvendar quais mecanismos séo utilizados pelos fungos basidiomicetos na

biodegradacao da madeira.

Os fungos basidiomicetos de podriddo branca possuem a capacidade de
metabolizar os componentes da madeira (lignina, celulose e hemicelulose),
podendo transforma-los em CO, e H,O. A degradagdo da lignina pode ser
entendida como um processo multienzimatico, resultante da acédo coordenada
de uma série de enzimas do grupo das oxidoredutases, representadas,
principalmente, por lacases, manganés peroxidases (MnP), lignina peroxidases
e outras oxidases produtoras de peréxidos de hidrogénio, além de compostos
intermediarios de baixa massa molar (MOREIRA-NETO, 2006).

Estudos sobre os compostos de baixa massa molar (CBMM) obtiveram
consideravel expressdo nos Ultimos anos, por explicarem como ocorre o
comeco da degradacdo da madeira. Isso porque, apesar do notavel
conhecimento adquirido a respeito do papel das enzimas na biodegradacao
dos constituintes da madeira, sabe-se que o processo de biodegradagcao por
fungos ndo pode ser explicado, unicamente, com base na agéo das diversas

enzimas lignoceluloliticas por eles secretadas (ARANTES, 2008).

As enzimas lignoceluloliticas ndo conseguem de penetrar na estrutura da
parede celular, nas fases iniciais da degradacédo, por causa de seu alto peso
molecular (BLANCHETTE et al., 1997). Teorias sugerem que os iniciadores do
processo de degradacdo da parede celular seriam pequenas moléculas que se
difundem, facilmente, desde a hifa e penetra nos poros da matriz
lignoceluldsica. Esses compostos de baixa massa molar provocariam, nos
estagios iniciais de degradacdo, a desorganizagdo da estrutura da parede
celular, abrindo novos poros ou aumentando o tamanho dos ja existentes
(GOODELL et al., 1997).
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Supdem-se ser 0s compostos de baixa massa molar os responsaveis pelo
processo inicial de degradacdo da madeira, em virtude de seu baixo peso
molar e a capacidade de alguns de quelar Fe** e reduzi-lo em Fe?". O Fe** na
presenca de peroxido de hidrogénio (reacdo de Fenton), forma radicais
hidroxila (*OH), os quais agem de modo oxidadante nos constituintes da
madeira (GOODELL et al., 1997).

Essa teoria € amplamente aceita para explicar a degrada¢cdo da madeira
ndo-enzimética de fungos de podriddo parda e branca, contudo, desconhece-
se sobre as condicdes ideais para producdo dos compostos redutores de ferro,
como o0s parametros ambientais influenciam em sua deteccdo, qual sua
participacdo na degradacdo e se este € um mecanismo exclusivo desse grupo
de fungos.

Com base nesses aspectos, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar os
compostos de baixa massa molar produzidos pelos fungos de podriddo branca

Trogia buccinalis e Peniophora cinerea.
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MATERIAL E METODOS

Material bioldgico: Foram utilizadas as linhagens de fungos basidiomicetos de
podriddo branca Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541 e Trogia
buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727, depositados na colecdo de Culturas de
Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sao Paulo (Brasil). As culturas foram mantidas, a 4°C,
em EMA (extrato de malte &gar), constituido de extrato de malte 2%; peptona
0,1 %; agar 1,5 %; glicose 2 %.

Condicao de cultivo: Os fungos foram inoculados com seis discos de 5 mm
de didametro, com crescimento micelial de sete dias de incubacédo, em frascos
de erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio basal modificado (MACHADO
et al., 2006) e incubados a 25 *+ 2°C no periodo de 28 dias. Durante esse
periodo, em intervalos de 7, 14 e 21 dias, lotes de nove frascos com inéculo de
cada fungo foram retirados para a obtencdo e caracterizacdo dos compostos

de baixa massa molar.

Obtencdo dos compostos de baixa massa molar (< 5 KDa): Apos filtragem
dos cultivos, trés réplicas de cada fungo foram misturadas, a fim de aumentar
o volume final dos compostos de baixa massa molar, totalizando em triplicatas
para cada tratamento. Os extratos desses fungos (triplicata) foram liofilizados,
ressuspensos em agua millig a 10% do volume inicial e ultrafiltrados utilizando
membranas de corte 5 kDa (marca VIVASPIN 15) a 3.950 rpm por 99 minutos
(Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804 R).

Método CAS para deteccdo de atividade de quelante de Fe®': Para a
deteccdo da presenca de compostos com atividade quelante de Fe®*,
empregou-se o método universal CAS (Cromo Azurol S) (SCHWYN; NEILAND
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1987), baseado na competicdo por ferro entre o complexo férrico do corante

indicador CAS e do quelante produzido pelos fungos.

Atividade redutora de Fe®* : Para a determinacéo da atividade redutora de
ferro aplicou-se o teste de ferrozina por espectrofotometria a 562 nm, como
descrito por Stookey (1970), modificado por Aguiar (2008).

Identificacdo quimica dos compostos de baixa massa molar

Derivados de Catecol: Para a deteccao de compostos com estruturas do tipo
catecol utilizou-se o Método de Arnow (1937). Quando hé& estruturas de tipo
catecol elas reagem com &cido nitrico produzindo uma coloragdo amarela, a
qual muda para vermelho-laranja quando o0 meio reacional torna-se,

fortemente, alcalino.

Acido hidroxamico: Para a deteccdo de compostos com estrutura de
hidroxamato empregou-se o Ensaio de Csaky (1948). A reacdo se baseia na
oxidacdo da hidroxilamina a nitrito em meio acido, que €, entdo, estimado pela

reacado de cor com acido sulfanilico e a-naftilamina.

Anadlise estatistica dos dados: Os dados foram analisados pelo programa
estatistico Minitab 15(2011). Os resultados submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, quando foi observado efeito significativo superior ou igual a 95%

de probabilidade (P< 0,05), as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Os dados percentuais transformados na expressao abaixo, de acordo com
Vieira e Hoffmann (1989).

Valor transformado = arcsen “valor em % /100
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O Trogia buccinalis (CCIBT 2727) e Peniophora cinerea (CCIBT 2541)
apresentaram queda significativa do pH nos cultivos com 14 e 21 dias de
incubacdo (Figura 1). A acidificagdo do meio pelos fungos é decorrente da
producdo de &acidos organicos (AGUIAR et al., 2006) formados pelo
metabolismo de acucares presentes no meio de cultura, tendo a propriedade
de acidificar o meio (MOORE-LANDECKER, 1996) e assim modificar o pH
para seu pH étimo de crescimento e metabolismo (MOREIRA-NETO et al.,
2009).

6,00 1

5,00 A

—

4,00 A

pH

3,00 A b
2,00 A

1,00 A

0,00 T T
CCIBT 2727 CCIBT 2541 Abidtico

M 7 dias O14dias 0O21dias

Figura 1: Variacdo do pH durante os cultivos de Trogia buccinalis e Peniophora cinerea em meio
basal incubados no escuro, a 25 +2°C, por 21 dias. Letras iguais ndo diferem, significativamente,
ao nivel de confianca de 95%. Barras de erro + desvio padrédo da média

Varios acidos organicos produzidos por micro-organismos,podem atuar
como compostos quelantes de ferro, como acido oxalico e o &cido citrico.
Goodell et al. (1997) e Arantes et al. (2009), sugerem que durante a

biodegradacdo da madeira por fungos de decomposicdo parda o acido oxalico
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produzido atua solubilizando Fe®*" e, também prevenindo a geracéo de ROS pela

reacao de Fenton proximo a hifa fangica, por meio da quelacéo de metais.

O descréscimo do pH, na fase inicial, de crescimento em meios de cultura
com deficiéncia de ferro, pode ser um mecanismo (acidificagdo do meio para
posterior assimilacdo do ferro via reducdo) que o fungo emprega para superar o
problema de baixas concentracdes de ferro no meio (ARANTES et al., 2009;
GOODELL et al., 1997).

Producdo de compostos quelantes de Fe*'

A capacidade de quelacao dos fungos basidiomicetos de podridao parda
foi bastante elucidada e descrita, principalmente, 0 mecanismo de quelacao do
Gloeophyllum trambeum, percursor dos estudos com compostos de baixa
massa molar. Contudo, nas Ultimas décadas, estudos com fungos de outros
grupos tém demonstrado a capacidade de quelacdo do Fe** dos fungos de
podriddo branca semelhante a dos fungos de podridédo parda (GOODELL et al.,
1997). Arantes; Milagres (2006) ao estudarem os fungos de podriddo parda,
Wolfiporia cocos e de podriddo branca Perenniporia medulla-panis, perceberam
atividade de quelacdo similar entre ambos, diferenciando apenas o meio de
cultura no qual foram cultivados. P. medulla-panis apresentou maior atividades
de quelacdo de Fe®*" (85,8%) quando incubados por 30 dias, do que os fungos
estudados neste trabalho (P. cinerea - 54% e T. buccinalis - 51,6%) quando

incubados por 21 dias (Figura 2).

Segundo Santiago (1999), ambientes com pHs acidos favorecem a
reducédo de ferro e a produgéao de quelantes. Os resultados obtidos no trabalho
corroboram com essa afirmagdo, sendo que os cultivos com sete dias de
incubacéo de T. buccinalis e P. cinerea, com pH proximo a 4,5, apresentaram
atividade de quelacdo de Fe® (% CAS) de 15% e 18,5%, respectivamente.
Quando incubados por 21 dias, pH préximo de 3,5, a atividade observada foi de

51% e 45% respectivamente (Figuras 1 e 2).



86

A andlise da atividade de quelacdo de Fe®*, obtida em porcentagem da
atividade de CAS, é baseada na competicdo por Fe** entre os quelantes n&o-
complexados presentes nos compostos de baixa massa molar e o corante
indicativo CAS. Quando o quelante sequestra o Fe®* do corante CAS a
coloracdo do meio comeca a modificar-se para tons rosa ou alaranjado. Essa
andlise é quantificada por leitura espectrofotometrica no comprimento de onda,
caracteristico do corante CAS. Os fungos P. cinerea e T. buccinalis sao
produtores de exsudados acastanhados que interferiram na leitura da
quantificacéo da quelacdo de Fe*', com 14 dias de incubacdo, subestimando os
resultados. Essa producdo de exsudados ja foi observada em trabalhos
anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa, Bonfim e Vitali (dados néo-
publicados) analisando o P. cinerea em degradacdo de organoclorados,
Paranhos (2007) observando o extrato bruto de P. cinerea na degradacdo de
corantes téxteis, e Melo (2009), estudando o extrato bruto de P. cinerea e T.
buccinalis na degradacdo de corantes téxteis, em meio de cultura complexo e

basal.
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Figura 2: Producédo de CAS em porcentagem obtida pelas fracdes de baixa massa molar de T.
buccinalis e P. cinerea quando incubados em meio basal simplificado, a 25°+2°C, no escuro,
por 21 dias. Letras iguais mailsculas (entre o fungo) e mindsculas (por idades fisioldgicas de
cada fungo) ndo diferem significativamente ao nivel de confianca de 95%. Barras de erro +
desvio padrdo da média
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O cultivo com 21 dias de incubacao, indicou uma maior atividade de
quelantes (T. buccinalis-51% e P. cinerea- 45%) (Figura 2) do que com sete dias
(em torno de 15%, sem diferenca significativa entre os fungos), uma
possibilidade para esse resultado € o maior tempo de incubacdo, a
disponibilidade nutricional no meio, diminuiu, inclusive de ferro, estimulando a
producdo de quelantes de ferro pelo metabolismo fungico. P cinerea apresentou
0 mesmo comportamento quando cultivado em meio complexo (PARANHOS,
2007). Esses resultados estdo de acordo com a afirmacédo de Moore- Landecker
(1996), de que os fungos secretam quelantes de ferro quando crescem em
condi¢Oes de deficiéncia do mesmo.

Identificacdo dos compostos de baixa massa molar quelantes de Fe**

Estudos anteriores caracterizavam a maioria dos compostos de baixa
massa molar produzidos por diversos grupos de fungos como pertencente do
grupo dos hidroximatos (WINKELMANN, 2007; RENSHAW et al., 2002).
Entretanto, estudos sobre a degradacdo da madeira com fungos de podridao
parda, Gloeophyllum trabeum, isolaram quelantes de metais, tipo catecol
fendlico e benzdico, com capacidade de reduzi-los sem participarem do
metabolismo interno dos fungos, sugerindo um novo papel para esses quelantes
de metais (GOOLDELL et al., 1997). Quelantes tipo catecol redutores de Fe**
foram encontrados na degradacédo da madeira de “palo podrido” (FERRAZ et al.,
2001); degradacdo da madeira por Ceriporiopsis subvermispora (AGUIAR,
2008) ou os dois tipos: catecol e hidroxamato, quando estudaram a
potencialidade desses quelantes produzidos por fungos de podriddo parda e
branca no branqueamento do efluente Kraft (MILAGRES et al.,, 2002) e
producdo de quelantes de metal em ectomicorrizas usadas em plantio de Pinus
(MACHUCA et al.,, 2007). Arantes e Milagres (2006a), observaram que a
producédo de derivados de catecois e hidroxamatos em fungos de decomposicao

branca e parda é diferentemente regulada por ferro e pelo meio de cultura.
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T. buccinalis e P. cinerea, estudados neste trabalho, produziram
quelantes especificos de Fe*, tipo catecol (P < 0,07) (Figura 3). P. cinerea
mostrou pico de producdo de derivados de catecol (0,65 mM) com idade
fisiologica de 14 dias, e T. buccinalis aos 21 dias (0,57 mM). Ambos

apresentaram diferenca significativa na producdo de catecol durante o periodo
de cultivo (Figura 3).

Derivadosde Catecol (mM)

tempo (dias)

—&— CCIBT 2727 — 8 - CCIBT 2541 --4&--abidtico

Figura 3: Quantificagdo de quelantes tipo catecol obtida nos compostos de baixa massa
molar de T. buccinalis e P. cinerea incubados em meio basal, a 25°+2°C, no escuro, por
21 dias. Barras de erro + desvio padrdo da média.

Os resultados obtidos neste trabalho foram 10 (dez) vezes superior aos
obtidos por Arantes e Milagres (2006) quando incubado P. medulla-panis (21
pHM), em meio com adigao de ornitina-celulose que estimula a producao deste
tipo de quelante para esse fungo. Possivelmente, esses resultados foram
superiores porque as analises realizaram-se em ambiente escuro e pelas
caracteristicas  fotossensiveis desses compostos (MOREIRA-NETO,

comunicacéao pessoal).
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A producéo de quelantes tipo hidroxamato (Figura 4) nao foi significativa (P
< 0,05). Foi observado em cultivos enriquecidos com diferentes fontes de
carbono com P. medulla-panis , sendo que a fonte de carbono que favorecia a
producdo de derivados de hidroxamato ndo favorecia a producéo de derivados
de catecol (ARANTES; MILAGRES, 2006).

Hidroxamatos (mM)

tempo (dias)

—— CCIBT2727 =— 8- CCIBT2541 --&--abiotico

Figura 4: Quantificagdo de quelantes tipo hidroxamato obtida nos compostos de baixa massa
molar de T. buccinalis e P. cinerea quando incubados em meio basal, a 25°+2°C, no escuro,
por 21 dias. Barras de erro + desvio padrdo da média

Atividade redutora de Fe*"

De acordo com a revisdo de Goodell e colaboradores (1997), um ion,
como Fe**, reage com derivados de catecol por meio de um mecanismo de
duas estapas com a formacao intermediaria de um radical semiquinona. Esse
radical é estabilizado por sua estrutura de ressonancia e reage com o oxigénio
molecular para formar um radical peroxil, como espécies reativas de oxigénio.
A reacédo se inicia quando o acido 2,3-diidroxidobenzoico (DHBA) complexa-se
com o Fe*'. Posteriormente esse complexo é oxidado por mais um Fe®*
adicional para formagdo de semiquinonas intermediarias com a reducdo

simultanea do ferro (Figura 5).
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Figura 5: Mecanismo proposto para reducdo de Fe* com formacdo intermediaria de
semiquinonas e geracao de radicais hidroxil.
Fonte: Goodell et al., 1997

Os compostos de baixa massa molar (< 5kDa) de P. cinerea e T.
buccinalis apresentaram em torno de 4uM de Fe*" reduzido (P < 0,05) (Figura
6). Esses valores sdo baixos quando comparados aos valores dos CBMM
obtidos no cultivo de P. medulla-panis, em torno de 23 puM (ARANTES;
MILAGRES, 2006a).

Atividade redutora do Fe2* (UM)
w

tempo (dias)

—&— CCIBT 2727 - B - CCIBT 2541 -=-A-- abidtico

Figura 6: Atividade redutora de Fe®" obtida pelas fracdes de baixa massa molar de T.
buccinalis e P. cinerea incubados em meio basal, a 25°+2°C, no escuro, por 21 dias. Barras
de erro + desvio padrdao da média

Acredita-se que, neste trabalho, a quantificacdo da atividade redutora do
Fe®* foi subestimada pelo método utilizado, o qual se baseia na complexacéo
dos Fe?* pela ferrozina. O peréxido de hidrogénio produzido pelos

basidiomicetos pode ter reagidg com os Fe?, pela reacdo de Fenton (Figura 7),
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diminuindo a concentracdo de Fe?* complexados a ferrozina nas amostras

analisadas.

...\

Processo redutivo

-+
0-0-00O
| Y J

REACAO DO TIPO FENTON

Figura 7: Mecanismo da reacgéo de Fenton.

Melo (2009) e Paranhos (2007) em estudos com T. buccinalis e P. cinerea
ponderaram a predominancia da atividade de enzimas peroxidases por esses
fungos e a capacidade de descoloracdo dos corantes reativos por seus
compostos de baixa massa molar. De acordo com a revisdo de Aguiar (2008),
nos estudos de Kerem e colaboradores (1999) foi examinada a formacéao de
H,O, a partir da reacdo entre 2,5-dimetoxi-hidroquinona e Fe®*" formando um
radical semiquinona que utiliza O, ou Fe*" como aceptor de elétrons, gerando
uma benzoquinona e H;O, (Figura 8). O proprio autor e colaboradores
observaram que o fon Cu?" ao ser reduzido também decompé&e H,O- a radical
hidroxila (AGUIAR et al., 2007).

Sabe-se que além dos gquelantes de metal, os peptideos também séao
capazes de reduzir o Fe®'. Entretanto, ensaios para quantificar a atividade

redutora de peptideos ndo foram realizados, pela baixa concentracéo de Fe*".
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Arantes (2008) detectou peptideos com atividade redutora em seus cultivos,
contudo, esses ndo foram os principais agentes redutores produzidos, ja que a
atividade demonstrada por esses peptideos foi muito inferior aos niveis
constatados nas fracdes de baixa massa molar (< 5 kDa) antes da precipitacao
dos peptideos, sugerindo que a reducao ocorreu por outros compostos, como
derivados de catecol.

DMBC DMHC
Cl

Quinona
OCH; redutase OCHg
Ha T H5CO

/_-—- 0; \ / Feit
“202 Fe?* H*

OCH35

Ha GO
OH

Figura 8: Mecanismo proposto para reducéo extracelular de Fe* e producéo de H,0O, pelo
fungo G. trabeum.
Fonte: AGUIAR, 2008
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CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que os
compostos de baixa massa molar produzidos por Trogia buccinalis e
Peniophora cinerea, sao predominantemente do tipo catecol. Entretanto,
apesar da alta concentracdo de quelantes do tipo catecol encontrada nos
compostos de baixa massa molar destes fungos, foi possivel observar somente

uma baixa atividade redutora de ferro significativa.

Acredita-se que neste trabalho a atividade redutora de ferro foi
subestimada pelo método utilizado, visto a comprovada capacidade de

degradacédo destes compostos em degradar moléculas recalcitrantes.
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RESUMO

A degradacao dos corantes téxteis por fungos basidiomicetos deve-se ao seu
complexo enzimatico nao-especifico, formado, principalmente, por enzimas
extracelulares e compostos de baixa massa molar, entre os quais os quelantes de
ferro. Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade degradativa dos
compostos de baixa massa molar, produzidos por fungos basidiomicetos, redutores
de ferro, nos corantes reativos téxteis Azul brilhante H-GR e Vermelho FN-2BL e
seu comportamento com a alcalinizagcdo do pH. Trogia buccinalis (Mont.) Pat.
CCIBT 2727 e Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541 foram incubados em
meio basal, no escuro, a 25°C, por 21 dias, sendo que, no periodo de sete e 21
dias, triplicatas foram concentradas e ultrafiltradas (membranas de corte 5 kDa)
para obtencdo dos compostos de baixa massa molar, em diferentes idades
fisioldgicas, os quais se dividiram em dois lotes, cuja metade teve seu pH alterado
para 9. Esses compostos foram caracterizados quanto a producéo de quelantes de
ferro, atividade redutora de Fe®*" e o potencial de descoloracéo de corantes téxteis.
A alcalinizacdo dos compostos de baixa massa molar influenciou, diretamente, na
producdo de quelantes e na capacidade de descolorir 0os corantes. Os corantes na
concentracao de 0,01% foram incubados com os compostos de baixa massa molar
1:1(v/v), durante 72 horas, no escuro, em temperatura ambiente. Os compostos de
baixa massa molar de Trogia buccinalis e Peniophora cinerea, sem alteracédo do
pH, apresentaram descoloracdo do corante Azul brilhante H-GR, 24% e 21%
respectivamente, com 21 dias de incubacdo. Os CBMM de ambos os fungos néo
apresentaram descoloracdo do corante Vermelho FN-2BL. Nas fracdes com o pH
alcalinizado, os quelantes ndo conseguiram sequestrar ions férricos por causa de
sua precipitacdo e n&o tiveram descoloracdo dos corantes reativos. Esses
resultados sugerem que o mecanismo de descoloragcdo proporcionado pelos
compostos de baixa massa molar deve ser a reacado de Fenton, tendo em vista a
presenca dos componentes a permitir essa reagdo nas fracdes, na descoloragéao

em pH acido e sua inibicdo em pH alcalino.

Palavras-chave: Corantes reativos; Quelantes de ferro; Peniophora cinerea;

Trogia buccinalis; Reacao de Fenton; Descoloracao.
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ABSTRACT

Evaluation of potential discoloration of the reactive dyes used in textile
industries by low molecular weight compounds produced by
basidiomycetes

The degradation of textile dyes by basidiomycete fungi by their non-specific
enzymatic complex, comprised mostly of extracellular enzymes and low
molecular weight compounds, among iron chelator. This study aimed to
evaluate the degrading capacity of low molecular weight compounds produced
by iron reducer basidiomycetes, along with textile dyes Brilliant Blue H-RG and
Red FN-2SB, and their behavior in alkaline conditions. Trogia buccinalis (Mont.)
Pat. CCIBT 2727 and Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541 were
incubated in basal medium in the dark at 25° C for 21 days. At periods of seven
and twenty-one days, triplicates were concentrated and ultrafiltered (5 kDa
cutoff membranes) to obtain low molecular weight compounds at different
physiological ages, which were divided into two lots, half of which had the pH
changed to 9. These compounds were characterized by the production of iron
chelators, Fe*" reducing activity and the potential for decolorization of textile
dyes. Alkalinization of low molecular weight compounds directly influenced the
production of ion chelators and Fe®" reducing activity by interfering in the
quantification of these compounds. The dyes in 0,01 % concentration were
incubated with low molecular weight compounds 1:1 (v/v) for 72 hours in the
dark at room temperature. Low molecular weight compounds produced by
Trogia buccinalis and Peniophora cinerea, with unaltered pH, showed
decolorization of brilliant blue H-GR with 21 days of incubation (24 % and 21 %,
respectively). Red dye FN-2BL wasn’t decolorized for both fungi CBMM. In the
fractions with alkaline pH, chelating agents were not able to sequester ferric
ions due to their precipitation and showed no decolorization of the reactive
dyes. These results suggest that the decolorization mechanism provided by low
molecular weight compounds should be the Fenton reaction, since that the
presence of these components permits this reaction in low molecular weight
compounds, decolorization at acid pH and its inhibition at alkaline pH.

Keywords: Reactive dyes; iron chelator; Peniophora cinerea; Trogia buccinalis;
Fenton reaction; decolorization.
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INTRODUCAO

A contaminacdo de aguas naturais vem sendo, sem duvida, um dos
grandes problemas da sociedade moderna. As industrias téxteis tém uma
enorme responsabilidade na contaminacao hidrica, por gerar grandes volumes
de efluentes, os quais causam sérios problemas ambientais, quando né&o
corretamente tratados (SWAMY; RAMSAY, 1999).

O efluente da induastria téxtil mostra composicao variada, dependendo do
tipo de processo, do corante e dos tecidos utilizados, sendo caracterizado por
intensa cor gerada pela grande quantidade de corantes nédo- fixados; pH
alcalino; elevada temperatura; alta demanda quimica de oxigénio (DQO) e alta
condutividade (GUGLIOTTA, 2001).

Os corantes sdo compostos caracterizados por apresentar baixa
disponibilidade a biodegradacdo e resisténcia a destruicdo por métodos de
tratamentos fisico-quimicos. A maioria dos corantes usados nas industrias e
seus metabdlitos, apos tratamento de efluentes, sd@o recalcitrantes ao
tratamento biolégico, apresentando efeitos tdxicos, carcinogénicos ou
mutagénicos (ZHAO; HARDIN, 2007).

As estruturas moleculares dos corantes Cibacron Azul brilhante H-GR e o
corante reativo Vermelho FN-2BL ndo foram encontrados, pois seus fabricantes
nao divulgaram suas férmulas moleculares. De acordo com Montano (2007) a
sigla FN da Cibacron designa corantes reativos com dois ou mais grupos
reativos. Em estudo posterior, caracterizou-se o corante reativo Vermelho FN-
R, como hetero bireativo com grupos vinilsulfénico e fluortriazina (MONTANO,
2008).
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Figura 1 — Estrutura de corantes reativos: a) Procion red H-E7B (MONTANO,
2007) e b) Reativo Blue 5 (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/sumario — 3/2011)

Ha diversas formas de tratamento para os efluentes téxteis: fisicos,
quimicos e bioldgicos. Contudo, sua utilizagdo, isoladamente, ndo € eficiente,
necessitando a combinacdo de técnicas complementares para se obter
melhores resultados (MONTANO, 2007; KUNZ, 1999).

Pesquisas recentes apontam o potencial dos fungos basidiomicetos
degradadores de lignina em degradar compostos recalcitrantes. Para a
degradacéo da lignina € preciso um sistema ligninolitico de acdo extracelular,
oxidativo e nao-especifico como o dos fungos basidiomicetos de podriddo
branca. Esse processo multienzimético é resultante da acdo coordenada de
uma seérie de enzimas do grupo das oxidoredutases, além de compostos
intermediarios de baixa massa molar. Esse sistema pode atuar na degradacao

de compostos xenobioticos, sendo capaz de mineralizar uma variedade de



103

poluentes resistentes a degradacéo e eficiente na descoloracdo de corantes,
apresentando grande potencial de utilizacdo em processos de biorremediacao
(GUGLIOTTA, 2001, KUNZ et al., 2002, MOREIRA-NETO et al., 2009).

Alguns espécimes de fungos basidiomicetos, nativos do Brasil, tiveram
sua capacidade comprovada de degradar diversas moléculas de corantes.
Fungos como Psilocybe castanella, Lentinus crinitus, Trametes villosa e
Peniophora cinerea conseguiram degradar o corante antraquindnico Azul
Brilhante de Remazol (RBBR) (MACHADO et al., 2005b). Trametes villosa
também degradou corantes reativos téxteis (MACHADO et al., 2006) e corante
indigo carmine (GUGLIOTTA 2001). Balan; Monteiro (2001) observaram a
degradacdo do corante indigo por Phellinus gilvus, Pleurotus sajor-caju e

Pycnoporus sanguineus.

Estudos sobre o0s compostos de baixa massa molar obtiveram
consideravel expressdo nas ultimas décadas, por explicarem como ocorre o
inicio da degradacdo da madeira. Isso porque, apesar do conhecimento
adquirido a respeito do papel das enzimas na biodegradacdo dos constituintes
da madeira, sabe-se que o processo de biodegradacao por fungos nédo pode
ser explicado, unicamente, com base na acdo das diversas enzimas
lignoceluloliticas por eles secretadas (ARANTES; MILAGRES, 2007; AGUIAR
et al. 2006; GOODELL et al., 1997). Considera-se que 0s compostos de baixa
massa molar podem estar envolvidos com o inicio da degradac¢do da madeira,
penetrando na parede celular e funcionando em conjunto com o0s metais no
comeco da reacdo de despolimerizacdo da parede celular da madeira. Dentre
esses compostos, encontram-se 0s agentes quelantes de metais, oxalatos e
peptideos, capazes de complexar-se com Fe** e reduzi-lo a Fe**. Na presenca
de peroéxido de hidrogénio, esses compostos desempenham papel degradativo,
atacando a celulose e hemicelulose da madeira, por meio de radicais gerados
pela reacéo do tipo Fenton (MILAGRES et al., 2002).

A atuacao dos quelantes de ferro na degradacao de lignina por fungos de
degradacéao parda, utilizando o mecanismo tipo Fenton, € bem conhecida, mas

um processo similar para fungos de degradacdo branca so foi elucidado para
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Perenniporia medulla-panis (ARANTES, 2008). Estudos sobre a potencialidade
de degradacdo de corantes téxteis e branqueamento da polpa de Kraft, os
fungos basidiomicetos produtores de quelantes de ferro ofereceram os
melhores resultados, destacando-se Lentinus edodes (Berk.) Singer (MINUSSI
et al., 2001) e Trametes versicolor (L.) Lloyd (MILAGRES et al. 2002). Tais
trabalhos levaram Milagres et al. (2002) a sugerir que a degradacao desses
compostos ndo esta ligada apenas a atividade ligninolitica desses fungos, mas
a presenca de compostos de baixa massa molar (CBMM), os quais possuem

guelantes de ferro.

A preocupacao com o pH alcalino existe, pois grande parte dos estudos
envolvendo a capacidade de descoloracdo de corantes téxteis, por fungos
basidiomicetos, € realizada em meios com pH ideal para o crescimento dos
mesmos, em torno de 4,5. Sendo o pH dos efluentes téxteis em torno de 10, ha
um enorme interesse estudar o desempenho dos fungos em valores de pHs
alcalinos, a fim de identificar quais estardo mais aptos para posteriores
utilizacdes na descoloracdo e, portanto, na descontaminacdo dos efluentes
téxteis (CESCATO, 2006).

De maneira geral, os fungos sédo organismos cosmopolitas com alto poder
de adaptacdo ao meio, podendo crescer em uma ampla faixa de pH, com
capacidade de acidificar ou alcalinizar o meio para atingir seu valor de pH
6timo. Em culturas, os fungos, geralmente, mostram bom crescimento em pH
entre 5 e 7, e as enzimas do sistema ligninolitico apresentam atividade entre
3,5 e 7. O pH afeta o crescimento, a producéo e a atividade metabdlica por sua
atuacao na permeabilidade celular e na disponibilidade de certos metais como
magneésio, fosforo, ferro, céalcio e zinco. Desse modo, a meta do trabalho foi
avaliar a capacidade degradativa dos CBMM produzidos por fungos
basidiomicetos, redutores de ferro, junto dos corantes téxteis Azul brilhante H-

GR e Vermelho FN-2BL e seu comportamento com a alcalinizagéo do pH.
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MATERIAL E METODOS

Material bioldgico: Utilizou-se as linhagens de fungos basidiomicetos de
podriddo branca Peniophora cinerea (Pers.) Cooke CCIBT 2541 e Trogia
buccinalis (Mont.) Pat. CCIBT 2727, depositados na colecdo de Culturas de
Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de S&o Paulo (Brasil). As culturas foram mantidas, a 4 °C,
em EMA (extrato malte agar), constituido de extrato de malte 2%; peptona
0,1%; agar 1,5%; glicose 2%.

Corantes sintéticos: Foram utilizados os corantes téxteis reativos Cibacron
Azul Brilhante H-GR e Vermelho FN-2BL, fornecidos por Ciba-Geyse. Os
corantes foram preparados na concentracdo de 2g/100mL com pH 10 e
hidrolizados a 60 °C, por uma hora. Os picos maximos de absorcdo dos
corantes obtiveram-se por varredura em espectrofotbmetro (Genesys 10S UV-
VIS) no intervalo de comprimento de onda de 400-800 nm.

Condicao de cultivo: Os fungos foram inoculados com seis discos de 5 mm
de diametro, com crescimento micelial de sete dias de incubacgéo, em frascos
de erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio basal modificado (MACHADO
et al., 2006) e incubados a 25 °C, no periodo de 21 dias. Durante esse periodo,
em intervalos de 7 e 21 dias, lotes de nove frascos com inéculo de cada fungo
foram retirados para a obtencédo e caracterizacdo dos compostos de baixa

massa molar.

Obtencédo dos compostos de baixa massa molar (< 5 KDa): Apos filtragem
dos cultivos, trés réplicas de cada fungo foram misturadas, para aumentar o
volume final dos compostos de baixa massa molar, totalizando em triplicatas

para cada tratamento. Os extratos desses fungos (triplicata) foram liofilizados,
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re-suspensos em agua Millig a 10% do seu volume inicial e ultrafiltrados
usando membranas de corte 5 kDa (marca VIVASPIN 15) a 3.950 rpm por 99
minutos (Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804 R).

Modificagcdo do pH dos compostos de baixa massa molar nas diferentes
idades fisioldgicas: Metade dos lotes dos CBMM foram alcalinizados com
NaOH 2N para o pH 9 e os demais empregados como controle das fracdes

com o pH do meio.

Método CAS para deteccdo de atividade de quelante de Fe®': Para a
deteccdo da presenca de compostos com atividade quelante de Fe®", aplicou-
se 0 método universal CAS (Cromo Azurol S) (SCHWYN; NEILAND, 1987),
baseado na competicdo por ferro entre o complexo férrico do corante indicador
CAS e do quelante produzido pelos fungos. Os testes foram realizados em

triplicata.

Atividade redutora de Fe® : Para a determinacdo da atividade redutora de
ferro aplicou-se o teste de ferrozina por espectrofotometria a 562 nm, em

triplicata, conforme descrito por Stookey (1970), modificado por Aguiar (2008).

Descoloragéo in vitro: Solucdo de cada corante a 0,01% foi incubada nos
CBMM 1:1 (v/v) (triplicata) por 72 horas, a 25 °C, no escuro. Como controle se
usou a mistura de corante com meio de cultura sem inéculo 1:1 (v/iv). A
porcentagem de descoloragao foi quantificada por espectrofotometria utilizando
a absorbancia do comprimento de onda caracteristico de cada corante (530 nm
corante Vermelho FN-2BL e 640 nm corante Azul Brilhante H-GR) de acordo

com a equacéo abaixo:

% descoloracéo = [100 — (Ac * 100)/Ab]
Onde: Ac= Absorbancia no pico caracteristico do corante
Ab= Absorbancia do pico caracteristico do corante no tempo 0 (zero)
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Teste de degradacdo dos corantes: Avaliou-se pela da razédo entre as
leituras da absorbancia em dois comprimentos de onda em espectrofotdmetro,

segundo o método proposto por Glenn & Gold (1983).

Andlise estatistica dos dados: Os dados foram analisados pelo programa
estatistico Minitab 15 (2011). Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e, quando foi observado efeito significativo superior ou
igual a 95% de probabilidade (P< 0,05), as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey.

Em conformidade com Vieira e Hoffmann (1989) os dados porcentuais foram

transformados na expresséao abaixo

Valor transformado = arcsen Vvalor em % /100
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH alcalino é um dos fatores agravantes no emprego de fungos
basidiomicetos no tratamento de efluentes. Em cultura, os fungos, geralmente,
indicam bom crescimento em pH entre 5 e 7. O pH esta associado, entre outros
fatores, a disponibilidade de nutrientes na forma i6nica e a solubilidade de ions
metais, 0s quais podem ser altamente toxicos aos fungos. As enzimas atuantes
no sistema lignolitico demonstram um pH 6timo de atividade que, de maneira
geral, situa-se entre 3,5 e 7 (MOREIRA-NETO, 2006).

Os compostos de baixa massa molar produzidos por P. cinerea e T.
buccinalis foram alcalinizados com NaOH para pH préximo de 9, sendo que 0s
CBMM sem alteracdo de pH foram utilizados como controle das analises.
Trogia buccinalis e Peniophora cinerea nédo apresentaram diferenca
significativa (P<0,05) quando comparados em suas diferentes idades

fisiol6égicas e comparados entre fungos para a mesma idade (Figura 2).

Pela analise de CAS, foi possivel identificar que a alcalinizacdo dos
CBMM inibiu totalmente a capacidade de quelacao dos ions de ferro presentes.
Sylva (1972) defende que a concentracdo de ferro em pH alcalino € reduzida
em virtude da formacdo e precipitacdo de hidroxidos (Fex(OH)y). Quando
avaliada a influéncia do choque do pH no meio de cultura, Melo (2009),
observou a atividade CAS em torno de 48% para T. buccinalis, com 14 e 21
dias, e 70% para P. cinerea com 14 dias de incubacao, apés alteracdo de pH
para em torno de 9. No mesmo estudo os dois fungos foram capazes de
manter o pH 6timo, mesmo no momento do choque, com sete e 14 dias de
incubacgéo. Esses resultados indicam a importancia do micélio fungico para o

equilibrio das reagoes.
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B 7dias O21dias

Figura 2 — pH alcalinizado dos compostos de baixa massa molar de Trogia buccinalis (CCIBT 2727)
e Peniophora cinerea (CCIBT 2541) em diferentes idades fisiol6gicas. Controle abiético, meio sem
inoculacéo. Barras de erro + desvio padréo da média

Contréario a influéncia do pH na quelacdo dos ions de ferro, a atividade
redutora de Fe®* apresentou uma alta taxa de reducédo de ferro, tanto para T.
buccinalis (25uM) quanto para P. cinerea (13 uM), ambos com 21 dias de
cultivo (Figura 3). Arantes e colaboradores (2006) observaram producao
méaxima (0,4 uM) também com 21 dias de cultivo para P. medulla-panis, em
meio com caréncia de ferro. O comportamento da atividade redutora de ferro foi
similar aos descritos na literatura, com aumento gradual de reducéo de ferro
durante o cultivo (ARANTES, 2008; AGUIAR et al., 2006, 2007).

Esses resultados foram superiores aos obtidos nas fracbes sem alteracéo

de pH. Diferentes fatores podem ter alterado os resultados nesse ensaio:

- O NaOH adicionado aos compostos de baixa massa molar pode ter
interferido na quantificacdo da atividade redutora de ferro, aumentando a
afinidade da ferrozina com o Fe®" disponivel, resultando em uma maior
quantificacdo, ou

- pelo fato da reagdo de Fenton nao ocorrer em pH alcalinos
(ARANTES; MILAGRES, 2009; MONTANO, 2007; NOGUEIRA et al.,
2007; SOUZA; ZAMORA, 2005; SYLVA, 1972), foi possivel analisar a
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real quantidade de Fe?" produzido, ja que esse ndo reage com perdxido

de hidrogénio em pHs basicos.

Essa suposicao é sustentada visto que antes da alcalinizagdo do meio, os
quelantes ja se encontravam complexados com Fe*', que permitiu sua reducao
para Fe?*. Arantes e colaboradores (2006) tiveram conclusdes semelhantes

com quelantes sintéticos em intervalo de pHde 2 a 7.

Atividade redutora de Fe?*(UM)

tempo (dias)

——CCIBT2727 — B -=CCIBT2541 --&--abiotico

Figura 3 — Atividade redutora de Fe* dos compostos de baixa massa molar produzidos por
Trogia buccinalis (CCIBT 2727) e Peniophora cinerea Mesmas letras indicam igualdade
estatistica - (Teste Tukey P< 0,05). Barras de erro + desvio padrao da média

Degradacdo bioldgica dos corantes reativos utilizados nas induastrias
téxteis

Os ensaios de descoloragéo dos corantes pelos CBMM de T. buccinalis e
P. cinerea (com e sem alcalinizagéo de pH), produtores de quelantes de ferro,
do tipo catecol foram realizados no inicio e no final do cultivo, sendo

monitorada a reagao de descoloragao por 72 horas.

A reacédo de descoloragéo do corante reativo Azul brilhante H-GR (0,01%)

pelos CBMM de T. buccinalis e P. cinerea diferiu em cada idade fisiologica
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(Figuras 4-A e B). Apenas os CBMM produzidos com 21 dias de incubacédo
indicaram descoloracéo significativa do corante, e a maior porcentagem de
descoloracéo foi de 38%. A variacdo da descoloracéo para cada fungo, nas 72

horas nao foi significativa (P<0,05) com excec&o no tempo de 72 horas para T.
buccinalis.
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Figura 4. — Monitoramento da descoloracdo do corante Azul brilhante H-GR (0,01%) pelos

compostos de baixa massa molar produzidos em diferentes idades fisiolégicas por Trogia buccinalis
(CCIBT 2727) e Peniophora cinerea (CCIBT 2541), durante 72 horas de reagdo. Controle abiético,
meio sem inoculacéo A) Sete dias de incubacéo e B) 21 dias de incubag¢édo. Mesmas letras indicam
igualdade estatistica - (Teste Tukey P< 0,05)
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Com 21 dias de incubacéo percebeu-se que a descolorag&o iniciou no
tempo zero da reacdo do corante com os CBMM, e estabilizou entre 24 e
48horas, com alteracéo a partir de 72 horas, indicando instabilidade da reacéo,
principalmente, para T.buccinalis. Uma hipétese para esse comportamento
seria a ciclagem entre Fe** e Fe*" na reacéo de Fenton. Esta reacéo é dividida
em duas fases. Na primeira, Fe?" inicia a decomposicdo de H,O, em uma
reacdo muito rapida (k1= 63 M-1s-1) resultando na geracdo de *OH. Depois de
a maior parte de Fe®" ser oxidada a Fe®*, a segunda fase se torna
predominante, envolvendo uma sequéncia de reacdes de propagacdo entre
Fe** e H,O, ou HO,®, as quais formam um ciclo que se mantém pela
regeneracdo de Fe?". Contrario & primeira fase, a segunda fase é muito mais
lenta, representada, principalmente, pela baixa constante de velocidade (k2=
0,01 M-1s-1) (KANG et al., 2002).

Esses resultados também foram analisados pelo método de Glenn e Gold
(1983), com o objetivo de confirmar a instabilidade da molécula. De acordo com
0s autores, a degradacao de corantes pode ser monitorada durante o cultivo do
fungo em meio liquido, pela razéo entre dois comprimentos de onda, sendo um
deles o pico caracteristico do corante. Quando as razdes se mostram
constantes ao longo do tempo, caracteriza-se a adsor¢cdo do corante pelo
micélio fungico e quando a razao for decrescente, pode-se inferir que houve

degradacéo.

Contudo, no presente trabalho ndo ha presenca de micélio no meio
reacional, composto apenas pelo corante e os CBMM. Os resultados obtidos
nesta analise foram utilizados para demonstrar a estabilidade da reacéo,
corroborando com a hipétese da participacdo dos CBMM na descoloracéo da
molécula, pela reacdo de Fenton. A reacao ocorre no tempo zero, estabiliza-se
nas primeiras 48 horas, e possivelmente, com 72 horas inicia a ciclagem entre
Fe* e Fe** (Figura 5). A instabilidade da reacdo demonstra a importancia da
presenca do micélio fungico com seu complexo enzimatico extracelular para a

estabilizacdo da descoloracéao.
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Figura 5 — Variacédo da razdo das absorbancias do corante reativo Azul brilhante H-GR
com os CBMM produzidos em diferentes idades fisiolégicas produzidos por Trogia
buccinalis (CCIBT 2727) e Peniophora cinerea (CCIBT 2541), durante 72 horas de
reacdo, nos comprimentos de onda de 640 e 670 nm. Controle abibtico, meio sem
inoculo

O corante reativo Vermelho FN-2BL, na mesma concentracdo 0,01% néao
foi observada descoloracgao significativa dos CBMM ( P< 0,05) (Figura 6).

A capacidade de descolorir o corante reativo Azul brilhante H-GR e n&o o
corante reativo Vermelho FN-2BL foi constatada em varios trabalhos do grupo
(MELO, 2009; PARANHOS, 2007). Uma possibilidade para essa diferenca
seria a distinta estrutura molecular de cada corante. O corante Azul brilhante H-
GR, possivelmente, possui o grupo cromadforo derivado de antraceno, enquanto
o corante Vermelho FN-2BL deve ser do tipo azo. Outra explicacdo provavel
para a diferenca € o0 modo no qual os fungos aqui estudados foram
selecionados. Esses fungos foram inicialmente selecionado por sua capacidade
em descolorir o corante Azul brilhante remazol-R (RBBR), derivado de
antraceno, em pHs entre 5 a 9 (MOREIRA-NETO et al., 2011), dessa forma
selecionaram o0s basidiomicetos mais aptos em degradar estruturas

semelhantes a do corante modelo do que as do corante azo.
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Figura 6 — Monitoramento da descoloracdo do corante azo reativo Cibacron Vermelho FN-
2BL (0,01%) pelos compostos de baixa massa molar produzidos em diferentes idades
fisiologicas por Trogia buccinalis (CCIBT 2727) e Peniophora cinerea (CCIBT 2541), durante
72 horas de reacao. Controle abiético, meio sem inoculagdo. A) Sete dias de incubagéo e B)

21 dias de incubacéo. Letras semelhantes indicam igualdade estatistica - (Teste Tukey P<
0,05)
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Arantes e colaboradores (2006) comprovaram a capacidade de quelantes
de ferro reduzir o Fe*" para Fe?* e esse deve agir com peréxido de hidrogénio
formando radicais hidroxilas pela reacdo de Fenton, capazes de degradar a
molécula do corante polimérico Poly R-478. Nesse mesmo estudo utilizando
varios tipos de quelantes sintéticos obtiveram maior eficiéncia na reducéo de
Fe®* pelos quelantes tipo catecol -3,4 &cido diidroxifenilacético (DOPAC) e 2,3-

acido diidroxibenzoico (DHBA) com reducdo em uma ampla faixa de pH (2-7).

Os radicais hidroxilas se caracterizam por seu poder oxidante nao-
seletivo, que pode reagir com a molécula do corante rompendo as duplas
ligagbes formando moléculas menores ou retirando um atomo de hidrogénio,
descolorindo assim o corante. Essa reacao pode ocorrer por trés mecanismos
distintos: abstracao de hidrogénio, transferéncia de elétrons ou adicao radicalar
gerando radicais secundarios capazes de reagir com outros compostos, como
por exemplo, os radicais catidnicos formados pelas enzimas ligninoliticas
(KUNZ et al., 2002) (Figura 7).

ClLCH +"OH — Cl3C* + H,0 (abstragio de hidrogénio)

COy¥ + "OH — CO0y"~+ "OH (transferéncia de elétrons)

H
@ +*0OH —*™ DH (adigio radicalar)

Figurra 7— Reacgdes iniciadas por radical hidroxila

Fonte: KUNZ et al., 2002

Estudos mostram que o primeiro atague dos HO® é em uma regido rica
em elétrons da molécula, proximo aos atomos de N do grupo azo ou do grupo
amino. Montano e colaboradores (2008b), notaram a acédo degradativa do HO®
estudando a degradacao de Procion vermelho H-E7B por processo de foto-
Fenton. Esse estudo obteve descoloracdo total do corante e sugere que a
sequéncia de oxidacdo provocada pelo HO® ocorre, preferencialmente, no

cromoforo central da molécula do corante quebrando-a em trés partes, na qual
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duas substituem o anel naftaleno e uma o anel central. Apds o tratamento nao

detectou-se compostos intermediarios de corantes azos reativos.

Para degradar o corante azo reativo Cibacron Vermelho FN-R, os autores
propéem combinagdo de processos bioldgico e quimico. Na primeira etapa a
degradacdo é promovida anaerobiamente, visto que ndo foi possivel a
degradacdo aerobiamente. Houve pouca remocdo da cor e 0s autores
acreditam ter formado aminas aromaticas originadas da quebra do anel azo,
tornando o efluente mais téxico que o original. Como pdés-tratamento quimico,
avaliou os processos foto-Fenton e 0zénio para a degradacao dos subprodutos.
A melhor taxa de mineralizacao foi obtida com aplicacdo de ozénio (83%). Para
foto-Fenton, as condi¢cdes nao foram suficientes para uma oxidagcdo completa
(MONTANO, 2007).

A descoloracdo de corantes téxteis por fungos basidiomicetos por seu
complexo enzimatico extracelular ja € bem conhecido pela literatura. Gugliotta
(2001) conseguiu descoloracao do corante indigo em torno de 90%, reducao da
toxicidade e os subprodutos ndo mostraram mutagenicidade quando tratados

com Trametes villosa e Hygrocybe sp.

Batthi e colaboradores (2008) alcancaram um aumento na porcentagem
de descoloracédo do corante azo reativo Vermelho FN-2BL por Schizophyllum
commune, quando usou como fontes de carbono a glicose e de nitrogénio a
uréia passando de 60% a 90% de descoloracdo em pH acido (pH 4,5) e
temperatura a 30°C. P.cinerea teve melhores porcentagens de descoloracéo,
em torno de 94% para o corante Azul brilhante remazol R e 80% para o corante
azo reativo Vermelho FN-2BL, quando a sacarose foi aplicada como fonte de
carbono em meio basal (OLIVEIRA et al., 2010).

A capacidade dos CBMM, com 21 dias de incubagdo, em descolorir 0
corante reativo Azul Brilhante H-GR foi comprovada nesse estudo, mas a
aplicabilidade desses compostos em tratamento de efluentes sé é possivel com
a presenca do miceélio para estabilizar sua reacdo dando prosseguimento a

degradacé&o por meio do complexo enzimatico.
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Estudos de descoloracdo in vivo dos mesmos corantes aqui estudados,
por P.cinerea em diferentes idades fisioloégicas, a maior porcentagem de
descoloracéo obtida foi nos primeiros dias de incubacéo, cinco e sete dias, com
82% e 74%, respectivamente, para o corante Azul brilhante H-GR e 30% e
31%, para o corante Vermelho FN-2BL. Ao avaliar a descoloracdo com 14 dias
de incubagéo as porcentagens se repetiram (KFOURI e VITALI 2010, dados
nao-publicados), podendo ser uma evidéncia da atuacdo dos CBMM na
degradacédo, posto que seu pico de atividade de fenoloxidase se da com 25
dias de incubacao (PARANHOS, 2007).

No presente trabalho foi possivel observar que para ambos os fungos a
maior reducdo de Fe®*" conseguiu-se no meio com maior producéo de quelantes
tipo catecol, considerando que esse tipo de quelante € o principal responsavel
pela atividade de reducéo do Fe** (ARANTES; MILAGRES, 2006a).

Quando avaliou-se a descoloracdo no meio reacional com pH alcalino, em
torno de 9, observou-se que ndo ocorreu a quelacdo do Fe® (% CAS),
resultado ja relatado na literatura (ARANTES, 2008; GOODELL et al., 1997;
MACHUCA, 1995).

Os CBMM com pH alcalino ndo apresentaram descoloracdo de ambos os
corantes, o que indica a hipotese da reacdo de Fenton ser o mecanismo
utilizado pelos CBMM na degradacéo dos corantes, ja que esta ndo ocorre em
meio com pH alcalino (ARANTES, 2008; MACHUCA, 1995).

A partir desses resultados, verificou-se que as reacdoes de Fenton com
compostos de baixa massa molar redutores de Fe** produzidos por T.
buccinalis e P. cinerea, sdo capazes de degradadar o corante reativo Azul
Brilhante H-GR, com idade fisiologica de 21 dias. Pode-se deduzir que os
CBMM desempenham papel importante na degradacéo de poluentes organicos
recalcitrantes contribuindo com o aparato enzimatico de cada grupo, visto que
todos os basidiomicetos de podriddo branca selecionados para degradar
compostos organoclorados produziam quelantes de ferro (BONFIM; VITALI,

dados nao-publicados).
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CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que os compostos
de baixa massa molar, produzidos por Trogia buccinalis e Peniophora cinerea

foram capazes de descolorir apenas o corante reativo Azul brilhante H-GR.

Acredita-se que a via de degradacdo empregada por esses fungos na
descoloracdo do corante reativo foi a reacdo de Fenton, uma vez que esta
reacdo nao ocorre em pH alcalino e nao foi detectada descoloracdo pelos

compostos de baixa massa molar com pH alcalinizado.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram concluir:

Os compostos de baixa massa molar de Trogia buccinalis e Peniophora
cinerea sdo capazes de descolorir o corante reativo téxtil Azul brilhante H-
GR, corroborando com o processo de degradacao desses fungos

A predominancia de quelantes de Fe*' tipo catecol produzido por esses
fungos sugerem sua capacidade de degradar compostos recalcitrantes, por
sua maior eficiéncia na reducéo e liberacéo do ferro no ambiente.
Acredita-se que, neste trabalho, a atividade redutora do Fe** dos quelantes
de T. buccinalis e P. cinerea foi subestimada com base nas porcentagens de
descoloracéo dos corantes reativos pelos compostos de baixa massa molar
desses fungos.

A reducado de Fe*, no meio reacional alcalino, sugerem que os quelantes ja
complexados com Fe®*" nado sofreram inibicéo para a reducdo quando o meio
foi alcalinizado.

A reacdo de Fenton € o mecanismo de degradacdo mais indicado para
explicar a descoloracdo dos corantes téxteis, pelos compostos de baixa
massa molar, produzidos por esses fungos, visto a presenca dos
componentes a permitirem essa reacdo nesses compostos, a descoloracéo

em pH acido e sua inibicdo em pH alcalino.

A producéo de quelantes tipo catecol redutores de ferro € uma caracteristica
importante a ser considerada em relagdo de basidiomicetos lignoliticos, para
estudo de potencialidade de degradacdo de compostos recalcitrantes, por
proporcionar desestabilizacdo da molécula otimizando a acdo das enzimas
lignoliticas

Como perspectiva, o tratamento de efluentes téxteis pelos compostos de
baixa massa molar € um processo que necessita de mais estudos, tendo em
vista que o pH alcalino desses efluentes é um limitante para 0 mecanismo
de degradacdo estudado neste trabalho. Contudo, acredita-se que na
presenca do miceélio fangico os CBMM conseguem atuar aumentando a

capacidade de degradacao dos compostos recalcitrantes.
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