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RESUMO

Sintetizaram-se corantes azo de aplicacdo téxtil, usando como componentes diazo
acidos aminobenzdicos e aminossulfénicos e como componentes de acoplamento 2-
metoxifenol e 2,6-dimetoxifenal. A utilizacdo destas componentes de acoplamento teve como
objectivo aumentar a bioacessibilidade dos corantes ao fungo lenhinalitico da podriddo branca
Phaner ochaete chrysosporium, ja que estes grupos estéo presentes na estrutura da lenhina e
tém ddo referidos como pontos de para o sstema enzimético lenhinolitico do fungo.
As experiéncias de biodegradacdo redizaram-se em meio liquido, com sacarose e em
condicdes limitantes de azoto, com agitacéo e temperatura controladas. A biodegradacéo dos
corantes foi acompanhada por espectrofotometria UV-Visivel, quantificando a diminuicdo da
intensidade da banda de absorgd maxima (| ma) do corante. Em estudos preliminares
estabeleceram-se  condigdes experimentais optimizadas reldivamente a0 melo de pré
adaptacdo e a concentracdo de sacarose utilizada. Estabeleceram-se dlgumas correl actes
entre a estrutura quimica dos corantes e a sua biodegradacéo.

PALAVRAS CHAVE: Corantes azo, edrutura quimicalextensio da biodegradacéo,
bioacessibilidade, P. chrysosporium, tratamento de efluentes.

INTRODUCAO

Os corantes sintéticos do tipo azobenzeno sfo extensvamente usados nas indUgtrias
de tinturaria téxtil, estando estimado que 10 a 15% do corante € perdido para o efluente
durante o processo de tingimento. Este tipo de corantes sdo, no entanto, compostos
xenobidticos recalcitrantes devido a possuirem a ligacd N=N e, ainda, devido a0 facto de
poderem conter outros grupos que ndo sdo facilmente biodegradéveis como, por exemplo,
grupos sulfénicos (SOsH). Para dém de, por s s0, serem considerados téxicos, 0 seu
impacte ambiental Nocivo e aumentado pela formacdo de



aminas aromaticas (anilinas) consideradas carcinogenicas e/ou mutagénicas, originadas pela
quebra redutiva da ligagéo azo que, normalmente, ocorre em condigdes de anaerobiose [1,4].

Alguns fungos filamentosos como, por exemplo, o fungo lenhinolitico da podridéo
branca P. chrysosporium, demonstraram capacidade de biodegradar este tipo de corantes
através dos seus mecanismos oxidativos, o que pode evitar a formacéo de anilinas e conduzir
a uma completa mineralizagdo do corante [6,8,9]. Verifica-se que os corantes azo s&0
biodegradados mais eficazmente sob determinadas condicbes do meio de culturg,
nomeadamente quando a fonte de azoto € limitada [8]. A biodegradacéo deste tipo de
corantes também ¢ influenciada pela posicdo e a natureza dos subgtituintes em relacéo a

ligacdo azo [9].

Sintetizaram-se corantes azo (Fig. 1) com grupos bioacessivels, 2-metoxifenol
(quaiacal) e 2,6-dimetoxifenal (dringol), ao P. chrysosporium [3] com o objectivo de
aumentar a extensdo da biodegradacdo, j& que esses grupos sdo pontos de acesso para o
ggema enzimético lenhinalitico do fungo [4,6,8].
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Fig. 1 - Estrutura quimicagera dos corantes azo sintetizados.

Os resultados obtidos permitiram estabelecer dgumas correlagbes entre a estrutura
dos corantes e a extensdo da descoloragdo observada e demonstraram que O processo
biodegradativo pode ser influenciado pela posicéo e natureza dos grupos subgtituintes, acidos
carboxilicos ou sulfénicos, nas posigtes meta ou para em relacéo a ligagdo N=N e pea
natureza da componente fendlica[7].

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

A edirpe ATCC 24725 do fungo da podridéo-branca Phanerochaete
chrysosporium Burdsall & Edyn 1974 utilizada nas experiéncias de biodegradacéo foi cedida
pela Micoteca da Universidade do Minho e previamente adaptada a um dos corantes azo
sntetizados (Sm-g: Corante &cido 3-aminobenzenossulfénico® guaiacol) em meio solido.



Sintese de cor antesazo

Sintetizaram-se 8 corantes azo usando como componentes diazo &cidos meta ou
para aminobenzaicos ou aminossulfonicos e como componentes de acoplamento guaiacol ou
gringal (Fig. 2).

R R
HCI + -
|QI NH2 + NaN02 —_— R' N2 CI
0-5°C
%(_/
Componentes diazo
R
pH >7 ‘
OH Componentes de acoplamento
OCH,

R =H, COOH ou SO3H

"
R R' = COOH, SO;H ou H

OCH,4

N J
Y

Corantes azo

Fig. 2 - Esgquema da sintese dos corantes azo preparados neste trabal ho.

Os corantes sintetizados (Quadro 1) foram caracterizados usando espectroscopia de
UV-Visivel, espectroscopia de |V, espectroscopia de *H-RMN e espectrometria de massa
[3].

A nomenclatura gpresentada em que se indica a componente diazo ® componente de
acoplamento é usada em quimica téxtil, para sugerir 0 processo de sintese. As sglas utilizadas
traduzem o tipo de &cido (Sulfonico - S ou Carboxilico- C) a sua posicdo em relagdo a
ligacdo azo (meta - mou para - p) e também a componente de acoplamento (guaiacol - g e
gringal - s).



Quadro | - Edtrutura e identificacéo dos 8 corantes azo sintetizados.
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Condigdes de cultura

O meio liquido (de composicdo quimica 5g/L de Sacarose, 0,5¢/L de Sulfato de
amonio, 35 g/L de meio minera base YNB-Y east Nitrogen Base, 1 g/ de L-Asparagina e
50 mg/L de um dos corantes azo dntetizados) foi autoclavado e o vdor do pH controlado
(pH = 4,4). As soluces-mée dos corantes (100 “ ), de YNB (10 ") e de L-Asparagina (10
") foram adicionadas assepticamente a0 meio de cultura, depois de esterilizadas por filtracéo,
através de membranas de porosidade 0,45 nm. Os meios solidos usados foram: TWA - Tape
Water Agar (melo composto por 15 g/ de agar em &gua da torneira), MEA - Malt Extract
Agar, meio re-hidratado na concentracdo de 50g/L (composto por 30 g/L de Extracto de
malte, 5 g/L de Peptona micoldgica e 15 g/ de Agar) e 0 meio de pré-adaptacdo - MPA
(meio de composicéo quimicaigua ado meio liquido com o corante Sm-g, solidificado com
15 g/L de agar).

O indeulo foi condtituido por 5 cilindros, de 8 mm de didmetro, obtidos a partir de
uma culturaem meio solido.

Experiéncias de biodegradacdo

As experiéncias de biodegradacéo dos 8 corantes, utilizando a estirpe referida de P.
chrysosporium, foram efectuadas em meio nutritivo de sacarose e com a fonte de azoto
limitada, em culturas liquidas agitadas (a 150 rpm) numa incubadora orbital Certomat com
condiges controladas de temperatura (a 30 °C). A partir do tempo zero, recolheram-se
amodtras em intervalos de tempo regulares (de 7 em 7 dias) até ao fim de 28 dias de
incubagdo, com o objectivo de determinar a biomassa, a concentragdo do corante e a
concentracdo de sacarose.

A biomassa foi obtida por filtracdo por véacuo através de membranas de porosidade
0,45 mm, colocadas na estufa a 105 °C, de forma a determinar, por anadlise gravimétrica, o
valor do seu peso seco.

A concentracdo de sacarose foi determinada, a0 longo do tempo, pelo
método colorimérico, utilizando-se o Kit/teste-combinagdo cat.N0.139041 Boehringer
Mannheim, registando-se as absorvancias a 340 nm de forma a permitir calcular o vaor da
concentracdo de sacarose a partir da respectiva curva de calibragéo.

A biodegradacdo dos corantes foi acompanhada por espectroscopia de UV-Visive,
quantificando a diminuicdo da intensdade da banda de absor¢éo maxima ( m) do corante,
num espectrofotometro UV/VIS Jasco 7850 (Japan Spectroscopic Co., Ltd). Os espectros
foram tracados a partir de 1 ml de amostra do sobrenadante diluida em 2,5 ml de solucéo
tampdo apropriada. Para isso, prepararam-se  solugbes tampdo de é&cido
citrico/hidrogenofosfato de sodio [2] de diferentes valores de pH (de 3,0 a 6,4) com o
objectivo de sdeccionar 0 mais adequado (pH = 4,4), consderando que o espectro de
absorcao deste tipo de corantes é dependente do valor do pH.



RESULTADOSE DISCUSSAO

Ao longo do tempo foi evidente a descoloragdo do meio de cultura, a par do
desenvolvimento da biomassa da estirpe de P. chrysosporium inoculada (Fig. 3).

Fig. 3 - Meo de cultura liquido com o corante Cms, no tempo zero, apds a
inoculacdo (a esquerda) e ao fim de 28 dias de incubagdo (adireita).

A par destas observagOes, obtiveram-se os espectros de UV-Visivel das varias
amostras recolhidas ao longo do tempo, que confirmavam a diminuicéo da intensidade de cor
das solugdes dos corantes testados (ex. Fig. 4).
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Fig. 4 - Espectro de UV-vis, rdativo a biodegradacdo do corante Sp-g, ao longo de
diferentes tempos de amostragem. As setas indicam a tendéncia para a
diminuicdo das bandas naregido do UV edo Visive.



Ao longo de todos 0s ensaios observou-se uma descoloracéo do meio de cultura e
respectiva diminuicdo da intensidade da banda na zona do UV proximo-visivel, indicador da
biodegradacdo deste tipo de corantes, atendendo a que, nos ensaios efectuados, ndo se
regitou uma variacdo dgnificativa da concentracdo dos corantes devido, meramente, a
formacdo de complexos de adsor¢do corante/microrganismo (biomassa incolor). O
gparecimento de bandas de absor¢do na regido UV longinquo pode indicar a formagéo de
moléculas mais Smples resultantes da biodegradacéo dos corantes azo testados. A diminuicéo
da banda na regi& UV longinquo permite evidenciar a tendéncia para a minerdizacéo deste
tipo de corantes (ex. Fig. 4).

Perante diferentes concentragbes de sacarose no meio de cultura (1, 5 e 10 mg/L)
verificou-se a exigténcia de resultados mais favorévels com a utilizaggo de 5 mg/L de sacarose

(Fig. 5).
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Fig. 5 - Biodegradacdo do corante Sm-g ao longo do tempo de incubagéo, em meios
de cultura com diferentes concentragdes de sacarose.

A biodegradacéo deste tipo de corantes ndo se verificou na auséncia de sacarose, 0
que indica que o fungo néo foi capaz de utilizar os corantes como Unica fonte de carbono e
energia. O desenvolvimento da biomassa acompanhou 0 desaparecimento da sacarose e a
biodegradacdo do corante como se pode verificar, atitulo exemplificativo, no caso do corante
Sm-g (Fig. 6).
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Fig. 6 - Diminuicéo da concentracéo do corante Sm-g, da concentracéo de sacarose
e 0 aumento da biomassa, ao longo do tempo de incubacéo.

Perante estes resultados coloca-se a hip6tese do corante ser utilizado como nutriente
numa situacéo de cometabolismo.

O meio de cultura sdlido, que demonstrou ser mais adequado para a obtencdo do
inéculo do fungo, foi 0 MPA, que permitiu uma pré-adaptacdo a este tipo de corantes (Fig.
7).
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Fig. 7 - Biodegradacdo do corante azo Sm-g em meio liguido, utilizando
inéculos provenientes de diferentes meios de cultura Sdlidos: MEA, TWA e
MPA.
As componentes de acoplamento utilizadas, guaiacol e Sringol, comprovaram ser
grupos bioacessivels, atingindo-se vaores consideraveis de biodegradacdo, 89 % no caso do
corante Sp-g e 88 % no caso do corante Cm-s (Fig. 8).
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Fig. 8 - Biodegradacdo dos 8 corantes azo ao longo de 28 dias de incubagéo, com o
fungo pré-adaptado a Sm-g.

Verificou-se que todos 0s corantes que gpresentam o grupo subdtituinte &cido na
posicao meta sGo mais eficazmente biodegradados, em particular, os carboxilicos, Cm-g e
Cm-s (Fig. 8). Verificase uma excepcdo no caso do corante Sp-g, cuja extensio de
biodegradacéo n&o difere de forma significativa do corante Sm-g, o que se poderd justificar
pelaimportancia de se ter utilizado um corante também sulfénico e com igua componente de
acoplamento (guaiacol) no meio sdlido de pré-adaptacdo, sendo necessaria mais investigacéo
nesse sentido.

CONCLUSDESE PERSPECTIVAS

Sintetizaram-se corantes com bioacessibilidade aumentada para fungos lenhinaliticos,
como o fungo da podridéo branca P. chrysosporium, pela introducdo de grupos presentes na
edrutura dalenhina.

Optimizaram-se as condi¢des experimentais para a biodegradacdo destes corantes
por este fungo (concentracdo de sacarose e pré-adaptacéo).

Verificou-se que a biodegradacdo ocorreu em grande extensdo confirmando-se, entre
outros factores, arelacdo estrutura quimica do corante-biodegradacéo.

Criam-se assm pergpectivas vantgosas tanto para as indudtrias téxteis, na utilizacdo
de corantes que possuam na sua estrutura grupos bioacessiveis a determinados agentes
biol 6gicos, como para o tratamento biol 6gico de efluentes usando microrganismos que utilizem
processos oxidativos de biodegradacdo evitando a producdo de aminas arométicas por
reducdo daligacdo N=N (azo).
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