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Resumo. — Os corantes azo derivados do azobenzeno séo compostos xenobidticos recalcitrantes, princi-
palmente devido as anilinas carcinogénicas e/ou mutagénicas a que podem dar origem por redugéio.
Alguns fungos lenhinolfticos como Phanerochaete chrysosporium ¢ Trametes versicolor demonstra-

. ram capacidades de biodegradagdio deste tipo de compostos, através de mecanismos oxidativos,
evitando a formagdo de anilinas e conduzindo 2 mineralizacdo total. Neste trabatho simularam-se
diferentes efluentes téxteis utilizando 4 ou 8 corantes azo reactivos de aplicagdo téxtil, que foram
sintetizados por diazotag#io de dcidos aminobenzéicos ou aminossulfénicos, seguida de acoplamento
com componentes fen6licas, guaiacol ou siringol, presentes na estrutura da lerthina. Estes grupos sio
considerados pontos de acesso para o sistema enzimético lenhinolitico destes fungos. Procedeu-se
estudos comparativos de biodegradagio utilizando as duas espécies referidas. A extensdo da
biodegradagdo foi avaliada estudando trés parimetros ao longo do tempo de incubago: decréscimo
da intensidade do ., apresentado pela mistura de corantes 10 o do ensaio (UV-Vistvel); decrésci-
mo da concentragdo de sacarose (fonte de C priméria); e aumento da biomassa. A constituigao do
efluente simulado com 4 corantes teve como base estudos preliminares em que se determinou &
relagdo estrutura do corante/extenséo da biodegradagéo. Quando se utilizou o fungo T. versicolor ou
se adicionou ao meio de cultura de P chrysosporium sobrenadante de um ensaio usando a primeira
espécie, atingiram-se percentagens de biodegradagio mais elevadas. Diferencas existentes na produ-
¢Ao de enzimas extracelulares destes dois fungos poderdo explicar a obtengdo destes resultados.

Abstract. — BIOLOGICAL TREATMENT OF SIMULATED TEXTILE EFFLUENTS CONTAINING BIOACCESSIBLE REACTIVE AZO
DYES TO LIGNINOLYTIC FUNGL Azo dyes are recalcitrant xenobiotic compounds, namely due to the
formation of carcinogenic and/or mutagenic anilines by reductive cleavage. Some ligninolytic
fungi such as Phanerochaete chrysosporium and Trametes versicolor showed the capacity of
biodegradation and even mineralization of this compounds through their oxidative mechanisms,
avoiding the anilines formation. In this work different textile effluents were simulated using 4
or 8 reactive azo dyes, synthesized by diazotation of aminobenzoic or aminesulphonic acids,
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and coupled with phenolic components, guaiacol or syringol, present in the structure of lignin.
These groups are access points to the ligninolytic enzymatic system of these fungi. Comparative
studies of biodegradation of the two mentioned species were performed. The extension of
biodegradation was determined, during the incubation time, through: the decrease of the
absorption intensity at A, presented by the mixture of dyes at t, (UV-Vis), the decrease of
sucrose concentration and the increase of biomass. The higher percentages of blodegradation
were obtained using T. versicolor or adding the supernatant of an assay using this species to the
liquid culture medium of P. chrysosporium. The differences in the extracellular enzymes
production by these two fungi could be an explanation of the results obtained.

INTRODUCAO

Os corantes azo sdio extensivamente utilizados nas indistrias de tinturaria téxtil
mas tal como muitos outros corantes sintéticos sdo compostos xenobidticos recalci-
trantes, o que dificulta o tratamento biolégico usual dos efluentes téxteis (Swamy e
Ramsay, 1999). O impacte ambiental por eles causado advém da sua toxicidade e prin-
cipalmente devido 3 formagéio de anilinas, aminas arométicas, consideradas carcino-
génicas e/ou mutagénicas, originadas pela quebra redutiva da ligagdo azo (N=N) que,
normalmente, ocorre em condigdes de anaerobiose (Stolz, 2001; Chung e Stevens,
1993; Gottschalk e Knackmuss, 1993).

Alguns fungos filamentosos, como os fungos da podridio-branca da madeira, sdo
capazes de degradar diversos compostos sintéticos recalcitrantes (Field ef al., 1993;
Knapp et al., 1995). Os fungos da podriddo-branca, para além de degradarem a celulose,
tém a capacidade de degradar a lenhina, polimero estrutural das plantas lenhosas, for-
mando um visivel resfduo fibroso branco na madeira, de onde advém a sua designagio.
Apesar de ser evidente o seu potencial biotecnolégico, ainda é reduzido o nimero de
aplicagoes industriais fazendo uso destes fungos (Burdsall Jr., 1998). Phanerochaete
chrysosporium € o fungo lenhinolitico melhor caracterizado, até em termos de aplica-
¢do a nivel industrial. Esta espécie demonstrou a capacidade de biodegradar diversos
corantes através dos seus mecanismos oxidativos, evitando a formagdo de anilinas e
conduzindo 2 sua mineralizagio (Paszczynski ef al., 1991; Spadaro et al., 1992; Zhou
¢ Zimmermann, 1993).

A maioria dos trabalhos publicados refere-se 2 degradagfio de compostos arométi-
cos isolados e apenas em alguns casos foram efectuados estudos de biodegradagdo da
mistura de compostos tal como se apresentam nos efluentes industriais (Arvin ef al.,
1991; Rochkind et al., 1986). Galeno e Agosin (1990) testaram a capacidade de desco-
loragdio de efluentes da pasta do papel, por diversos fungos da podriddie branca, Aten-
dendo A capacidade destes fungos de degradar a lenhina, tem-se considerado a possi-
bilidade de utilizar este tipo de microrganismos em termos de estratégias de
biorremediacdo e de mineralizagdo de uma grande diversidade de poluentes ambientais
persistentes ou téxicos (Barr e Aust, 1994). Kirby et al. (1995) apresentaram resultados



da rapida descoloragdo de um efluente téxtil industrial simulado com diferentes corantes
por acgdo de P. chrysosporium. Este fungo apresenta um sistema enzimético
lenhinolitico cujas peroxidases lenhinoliticas produzidas tém sido implicadas na des-
coloragfio e degradagiio de muitos corantes (Spadaro et al., 1992; Ollikka et al., 1993).
Os resultados promissores obtidos com este fungo levaram a investigacéio das
potencialidades de outras espécies, nomeadamente do género Trametes, cuja produgio
de lacase também foi relacionada com a degradaghio da lenhina e de corantes (Abadulla
et al., 2000; Thurston, 1994).

A biodegradagio deste tipo de corantes de aplicagdo téxtil & influenciada pelas
condigBes do meio de cultura (Spadaro er al., 1992) e pela posigdo e natureza dos
grupos substituintes (Pasty-Grigsby et al., 1992, Paszczynski et al., 1992).

No ambito deste trabalho, sintetizaram-se corantes azo (Martins ef al., 2001) com
grupos bioacessfveis, 2-metoxifenol (guaiacol) e 2,6-dimetoxifenol (siringol), aos fun-
gos em estudo, P. chrysosporium e T. versicolor, com o objectivo de aumentar a exten-
sdo da biodegradagdio, j& que esses grupos estdo presentes na estrutura da lenhina e
tém sido referidos como pontos de acesso para o sistema enzimético lenhinolitico
destes fungos (Gottschalk e Knackmuss, 1993; Paszczynski et al., 1991; Spadaro et
al., 1992). Os resultados obtidos permitiram estabelecer possiveis condigdes de
optimizagio do processo de descoloragéo de efluentes téxteis simulados com estes
corantes reactivos bioacessfveis de aplicagdo téxtil, comparando as potencialidades de
biodegradagio das duas espécies de fungos referidas. Os niveis elevados de descolora-
¢do dos efluentes simulados mostraram que estes microrganismos podem ser adapta-
dos para remover de forma eficaz misturas de corantes azo, possiveis contaminantes
em efluentes industriais.

MATERIAL E METODOS

CORANTES AZO

Os 8 corantes azo reactivos utilizados neste trabalho (figura 1) foram sinteti-
zados por diazotagdo de Acidos mefa ou para aminobenz6icos ou aminossulfénicos,
as componentes diazo, seguida de acoplamento com 2-metoxifenol (guaiacol) ou
2,6-dimetoxifenol (siringol), como componentes de acoplamento (Martins ef al.,
2001).

A nomenclatura apresentada em que se indica a componente diazo — componente
de acoplamento & usada em qufmica téxtil, para sugerir o processo de sfntese. As siglas
utilizadas traduzem o tipo de 4cido (Sulfénico — S ou Carboxilico - C) a sua posigéo
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em relagfio & ligago azo (meta—m ou para - p) e também a componente de acoplamento -

(guaiacol - g e siringol - ).
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MicrorGaNISMOS

Asestirpes de fungos da podriddo-branca, Phanerochaete chrysosporivm Burds. (Burdsall
& Estyn 1974) MUM 95.01 (= ATCC 24725) e Trametes versicolor (= Coriolus versicolor)
Link Frenz (Quelefy MUM 94.04 (= LCP 85.3524), utilizadas nos ensaios de biodegradago,
fazem parte da colecgio de culturas da Micoteca da Universidade do Minho (MUM). As
cultutas foram mantidas a 4 °C em meio de TWAcelulose, com repicagens periddicas.

R | R
. OMe
| J

~

Corantes azo

R =H,CO,H ou SOH
R’ = CO,HSOH ou H
R” = H ou OMe
*Cmg(R= COzH) Corante écido 3-aminobenzélco—>guaiacol
¢ Cm-s (R = COH & R” = OMe) Corante 4cldo 3-aminobenzéico—siringol
* Cp-g (R’ = CO,H) Corante 4cido 4-aminobenzéico—rgualacol
* Cp-s (R = CO,H & R” = OMe) Corante 4cido 4-aminobenzéico—ssiringol -
¢ 8m-g (R = SO,H) Corante 4cido 3-aminobenzenossulfénico—guaiacol
* Sm-s (R = SO,H & R" = OMe) Corante 4cido 3-aminobenzenossulfénico—siringol

* Sp-g (R’ = SO,H) Corante 4cido 4-amincbenzenossulfénico—guaiacol

¢ Sp-s (R’ = SO,H & R" = OMe) Corante 4cido 4-aminobenzenossulténico—siringol

FIGURA 1 — Estrutura geral dos corantes azo estudados.
FIGURE 1 - General structure of the synthesized azo dyes.
The siglas used refer the kind of acid (Carboxylic — C or Sulphonic - §) its relative
position to the azo bond (meta — m or para - p) and also the coupling component
(guaiacol — g or syringol —s).

MEIOS DE CULTURA

O meio de cultura liquido, meio-CL (sacarose 5 g L, sulfato de aménio 0.5 g L,
meio mineral base YNB - «yeast nitrogen base» sem amino4cidos nem sulfato de
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aménio 1,7 g L1, L-asparagina 1 g L' ¢ um dos corantes azo sintetizados 50 mg L) foi
utilizado nos ensaios. O pH final foi de 4,5. As solugGes-mae dos corantes (100x), de
YNB (10x) e de L-asparagina (10x) foram esterilizadas por filtragdo através de mem-
branas de porosidade 0,45 mm. O meio-CL, contendo 50 mg L' de uma mistura de
quatro (Sm-s, Cm-s, Cp-s, Cm-g) ou dos oito corantes em concentracbes similares, foi
utilizado na simulagdo de efiuentes téxteis, permitindo o estabelecimento de estudos
comparativos de descoloragéo. O meio sélido utilizado como fonte de in6culo para as
experiéncias foi o meio de pré-adaptagdo, meio-PA (meio-CL com Cm-s 50 mg L' e
solidificado com agar 15 g L*). TWAcelulose — Tape Water Agar (agar 15 g L' em
- 4gua, com uma tira de papel de celulose) foi utilizado como um meio de indugio do
sistema enzimético dos fungos em estudo. )

CONDICOES DE CULTURA

Da periferia das colénias dos fungos em estudo, com 7 dias de incubagio a 30°C
em meio de TWAcelulose, com um fura-rolhas foi retirado um cilindro de 8 mm de
didmetro para inocular o centro de uma placa de cultura de meio-PA. Desta tiltimd
placa safram os in6culos para os ensaios em meio-CL. Nos ensaios, utilizaram-se
Erlenmeyers de 250, 500 ou 1000 ml com 100, 200 ou 400 ml de meio-CL contendo,
respectivamente, um, quatro ou oito corantes azo e foram inoculados, respectivatnente,
com cinco, dez ou vinte cilindros. As experiéncias de biodegradac3o dos corantes
foram efectuadas em meio nutritivo de sacarose e com fonte de azoto limitada, em
culturas liquidas agitadas, a 150 rpm, numa incubadora orbital Certomat a 30°C. Reco-
Iheram-se amostras ao fim de 1,3, 5 ¢ 7 dias de incubagdo, com o objectivo de deter-
min4r a concentragio da biomassa, do corante ¢ de sacarose. Os controlos decorreram
sob as mesmas condigdes mas sem corantes ou indculo.

CONCENTRAGCAO DOS CORANTES, DA BIOMASSA E DA SACAROSE

A concentragiio dos corantes foi determinada, ao longo do tempo, por
espectroscopia de UV-visfvel pelo decréscimo da intensidade da banda de absor-
¢fio no comprimento de onda méximo (\,...) do corante ou grupo de corantes,
fazendo sempre o varrimento entre 250 e 500 nm, utilizando um espectrofotémetro
UV-Vis Jasco 7850. Estabeleceu-se que o valor da absorvancia do meio-CL obti-
do com a concentragio inicial do corante(s) correspondia a 100 por cento. Os es-
pectros de absorgdo destes corantes dependem do valor de pH. Atendendo a isso,
prepararam-se solugdes tampdo de 4cido cftrico/hidrogenofosfato de sédio (Dawson
et al., 1986) de diferentes valores de pH (3,0 a 6,4) para seleccionar o valor de pH
6ptimo ao qual a intensidade de absorgdo no A, € mais elevada (pH = 4.,4). Os
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espectros foram obtidos a partir de 1 m! das amostras do sobrenadante dilufdo em
2,5 ml da solugfio tampio adequada.

A concentragfio da biomassa foi determinada através do peso seco ap6s ﬁltragéo
por membranas de porosidade 0,45 mm previamente pesadas, e colocadas na estufa a
105°C até se obter peso constante.

A concentragfio de sacarose foi determinada por um método colorimétrico, utill-
zando-se o Kit/teste Sacarose/D-glucose da Boehringer Mannheim (cat. N.° 139041),
registando-se os valores de absorvancia a 340 nm. Este kit foi utilizado seguindo as
recomendagdes do produtor com as seguintes modificagdes: i) o branco da amostra de
sacarose contém a solugfio da amostra mas sem a suspensio enzimética do respectivo
kit; ii) foi posto em pratica um procedimento miniaturizado utilizando uma microplaca
de 96 pogos de 300 ml num espectrofotémetro ELISA — SLT Spectra; iii) para obter o
velor da concentragio de sacarose, foi previamente tragada a respectiva curva de cali-
bragdo utilizando 0 mesmo agticar. Estabeleceu-se que a concentragfo inicial de sacarose
no mejo-CL correspondia a 100 por cento.

REsuLTADOS

- Em estudos preliminares estabeleceram-se condigdes experimentais optimizadas
relativamente ao melo de pré-adaptagfio e foi possivel estabelecer algumas correla-
gOes entre a estrutura qufmica dos corantes e a sua biodegradagio por P. chrysosporium.
Cm-s foi seleccionado para ser utilizado no meio-PA dado que foi um dos 8 corantes
que permitiu observar um nftida descoloragiio deste meio e o que apresentou as maio-
res percentagens de biodegradagdo no meio-CL, independentemente da pré-adaptagio
aque tinha sido sujeito o fungo. Ao utilizar-se este meio-PA, obtiveram-se percentagens
de descoloragio elevadas do meio-CL, contendo cada um dos corantes testados, tanto
usando P. chrysosporium como T. versicolor. Decidiu-se, assim, estudar a degradagiio
da mistura destes 8 corantes simulando um efluente. Para ambas as espécies, obser-
vou-se a descoloragdo do efluente, simulado pelo decréscimo da intensidade da banda

* de absorgdo no comprimento de onda méximo (M) apresentado pela mistura dos

corantes (figura 2).

O aumento da biomassa, mais ou menos acentuado, acompanhou o desapareci-
mento da sacarose ¢ a descoloragdo do efluente simulado ao longo do tempo de incu-
bagfio (figura 3).

- Tal como se tinha observado no meio-CL com cada um dos corantes, T. versicolor
f01 capaz de descolorar o efluente simulado mais eficazmente do que P. chrysosporium
tendo preduzido menos biomassa (fig. 4).

Na tentativa de explicar as diferengas registadas entre as duas espécies, colbca—
ram-se diferentes hipéteses que foram testadas, com o intuito de aumentar a percenta-



173

A B
:
&
8
:
] s
[
g2
W W F S )] .
ﬁsségsé
oo o b o jJ

FIGURA 2 - Espectros de UV-vis relativos a descoloragdo do efluente simulado, por
T. versicolor (A) e por P. chrysospotium (B), ao longo dos tempos de amosiragem
(1, 3, 5, 7 dias) a partir do tempo zero. A seta indica o decréscimo da intensidade de
absorgdo RO Mg, da mistura dos 8 corantes que constitulam o efluente.
FIGURE 2 - UV-vis spectra of decolourisation of the simulated efftuent by
T. versicolor (A) or P. chrysosporium (B) during the time course of assay
{ 1, 3, 5 and 7 days). The arrows indicate the direction of spectrum change.

gem de biodegradagdio por P. chrysosporium, dos corantes presentes no efluente téxtil
simulado:

i) atendendo & possfvel influéncia da pré-adaptagdo do fungo na biodegradagéo
dos corantes, para 0 mesmo efluente simulado, foi utilizado o mesmo fungo
mas pré-adaptado ao Sm-g. Este corante, de acordo com resultados obtidos
em diversos ensaios de biodegradagéio por P. chrysosporium, néo era tio
f4cil de degradar quanto o corante Cm-8, mas quando utilizado no meio-PA
tinha permitido percentagens elevadas de biodegradaghio dos 8 corantes
azo isolados (Martins er al., 2001).
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Verificou-se que, neste caso, as percentagens de descoloragfio do efluente
foram mais elevadas usando Sm-g no meio-PA, tendo-se passado de 35 por
cento para 89 por cento, ao fim de 7 dias (fig. 5).

Corantes (%)
Sacarose (%)
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FIGURA 3 - Descolotagdo ao longo do teinpo do efluente téxtil simulado com a mistura
K dos oito corantes azo (o), desaparecimento da sacarose ([1) e aumento da biomassa (8)
- de T. versicolor (A) e de P. chiysosporium (Bj.
FIGURE 3 - Time courses of az0 dyes (o), sucrose (O) and biomass (A)
concentrations determined during the decolourisation assay of the
simulated effluent by T. versicolot (A) or P. chrysosporium (B).

fread, -

w e ', 1) testando a importancia da estrutura qufmica dos corantes que se pretendiam

‘w =(,‘ . degradar, utilizou-se 0 mesmo meio-PA inicial, com o corante Crm-s mas, foi

vy ,;,“ ., simulado um novo efluente téxtil com um grupo seleccionado de 4 corantes.

" woi . Estes corantes, com grupos substituintes 4cidos na posigéio meta e o siringol

"0 .5, como componente de acoplamento, individualmente apresentaram percenta-

s+ gens de descoloragio mais elevadas/concentragdes de biomassa mais reduzi-
das, tal como se pretendia obter no caso do efluente simulado,
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Este efluente, relativamente ao constituido pelos oito corantes usando o
mesmo meio-PA, mostrou um aumento da percentagem de descoloragéio
de 35 por cento para 91 por cento (fig. 5): T e

iii) atendendo a que se obtiveram melhores resultados de biodegradagio cotit
T. versicolor, decidiu-se testar também a influéncia de possfvels diferencas
110 sistema enzimético das duas espécies, Neste caso, nos ensaios de desco-
loragdo por P. chrysosporium utilizando o mesmo meio-PA com Cin-s € 0
mesmo efluente com quatro corantes, foi adicionado 0,5 ml de sobrenadahte
do meio-CL contendo as enzimas extracelulares produzldas num ensmo de
bmdegradagao do corante Cp-g por T versu:olon 7 ‘
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FIGURA 4 — Comparagdo da descoloragdo do efluente téxtil simulado usando a
- mistura dos oito corantes azo {A) e a biomassa pmduzida‘
(B) entre F. versicolor (M) e P. chrysosporium (1)
FIGURE 4 — Comparison of decolourisation profile of the simulated téxtile e_ﬂ?uenl
using a mixture of the eight azo dyes (A) and the biomass produced
- (B) between T. versicolor (M) and P. chrysosporivm (1)
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Neste caso, a percentagem de descoloragio do efluente logo o primeiro
dia foi de 75 por cento tendo sido a maior percentagem de descoloragiio
registada em todos os ensaios efectuados com B chrysosporium (fig. 5).

Tempo (d}

FIGURA 5 ~ Descoloragdo por P. chrysosporium de eflugties téxteis simulados:
com a mistura dos oito corantes azo, uiilizando o fungo adaptado a Cm-s (01) ou
Sm-g (M ); com a mistura de quatro corantes, wiilizando o fungo adaptado a Cm-s (# );
num ensaio nas mesmas condicdes do anterior, mas com adigdo de sobrenadante de
um ensaio de descoloragéo por T. versicolor ( W)

FIQURE 5 - Comparison of decolourisation profile of the simulated textile effluent
by P. chrysosporium: containing the mixture of the eight azo dyes, using the fungus
pre-adapted to Cm-s ([1) or Sm-g (W );containing the mixture of the four dyes, using
the fungus pre-adapted to Cm-5 (B); in the same conditions of assay but adding the
supernatant of a decolourisation assay using T. vetsicoior (M)

Discussio

Os resultados obtidos so indicadores da biodegradagiio dos corantes, o que é
corroborado pelo facto de:

i) niio se ter registado, a0 longo do tempo, qualquer variagdo significativa da
concentragiio dos corantes no controlo do efluente nio inoculado;

ii) nfio ter ocorrido uma variagiio significativa da concentragdo dos corantes
devido, meramente, & formagfo de complexos de adsorgéio corante/micror-
ganismo, verificando-se que a biomassa permaneceu incolot; -



iii) ter sido registado o aumento da biomassa ao longo do decréscimo da con-
centragiio dos corantes, mesmo apés o desaparecimento da sacarose do
meio-CL (fig. 3).

De acordo com os resultados obtidos, algumas diferengas no sistema enzimdtico
dos fungos utilizados neste trabalho poderdo explicar os diferentes padrdes de bio-
degradagfio e aumento da biomassa observados. As maiores percentagens de biode-
gradagio dos corantes, isolados ou misturados simulando efluentes téxteis, obtidas
com T, versicolor (fig. 4), podem ser explicadas, devido, possivelmente, a presenga de
lacase no meio-CL, uma enzima extracelular que no € produzida pela estirpe
de P. chrysosporium (Podgomik et al., 2001).

CONCLUSOES

Em termos de conclusiio, sio de referir as potencialidades destes fungos na des-
coloragdo de efluentes téxteis € a relagio da estrutura qufmica dos corantes/extensao
da biodegradagdo. De acordo com Galeno e Agosin (1990) os resultados obtidos com
T versicolor, percentagens de biodegradagio mais elevadas com menor produgfo de
biomassa, mostram que esta espécie pode ser adequada para um tratamento de efluentes
téxteis. Assim, aumenta o interesse em continuar este trabalho, de forma a aprofundar
o conhecimento sobre as enzimas envolvidas e os metabolitos resultantes deste pro-
cesso de biodegradagfio, numa tentativa de criar perspectivas vantajosas para as indis-
trias téxteis na utilizagdo de corantes que possuam na sua estrutura grupos bioacessfveis,
e para o tratamento de efluentes usando microrganismos que evitem a produgio de
anilinas, tdo nefastas a0 meio ambiente e 2 saiide piblica.
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