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RESUMO. Enzimas extracelulares de fungos sio importantes para sua sobrevivéncia em
ambientes indspitos, sendo capazes de degradar compostos recalcitrantes. Fungos filamentosos
secretam hidrolases e fenoloxidases capazes de degradar complexos de estruturas aromiticas,
como de alguns xenobidticos. O propésito deste trabalho foi testar diferentes corantes (Azul de
Metileno, Azure B, Verde Malaquita e Cristal Violeta), em substitui¢io ao composto Poly R478,
no método de selecio de microrganismos degradadores de fendis em meio sdlido, além de
comparar tal atividade de Micoflora isolada de efluentes de industria sucroalcooleira com a de
outros fungos adquiridos em cole¢io oficial. Os corantes testados revelaram-se 6timos
substitutos do Poly R478. O isolado que apresentou atividade descolorante mais intenso do que a
do didmetro de seu crescimento (Cladosporium sp.) foi testado, entio, em meio liquido frente a
dois substratos naturais e um sintético (bagaco de cana, serragem de madeira e azul de metileno).
Este removeu altas concentragoes de glicidios redutores, proteinas e fendis totais, além de reduzir
a DQO em meio com serragem de madeira como substrato fendlico natural. Tal fungo,
portanto, mostrou-se promissor para compor consércios visando cometabolismo e
biorremediagio de efluentes nos quais hi presenca de compostos fendlicos ou outros
recalcitrantes com estrutura semelhante 2 de lignina.

Palavras-chave: degradacio bioldgica, fenoloxidases, bagaco de cana, serragem de madeira, Azul de
Metileno, Cladosporium.

ABSTRACT. Action of mycoflora from agri-industrial effluents on different dyes and
lignocellulosic substrates. Extracellular enzymes of fungi are important for survival in
inhospitable environments, as they are able to degrade recalcitrant compounds. Filamentous
fungi secrete hydrolases and phenoloxidases that are capable of degrading complexes of aromatic
structures, such as certain xenobiotics. The purpose of this study was to test different dyes
(methylene blue, Azure B, Malachite Green and Crystal Violet), replacing the compound Poly
R478 in the method of selection of phenol decomposer microorganisms in solid medium, and
compare this activity of the mycoflora of effluents from sugar-alcohol industry, to the ones of
other fungi acquired in official collection. The tested dyes proved to be excellent substitutes for
Poly R478. The isolate that showed more intense decolorant activity than the diameter of its
growth (Cladosporium sp.) was then tested on two natural and one synthetic substrate (sugarcane
bagasse, sawing wood, and methylene blue) in liquid medium. This isolate removed high
concentrations of reducing sugars, proteins and total phenols, and reduced the COD in medium
containing sawdust as natural substrate of phenols. This fungus, therefore, seems promising to
form consortia for co-metabolism and bioremediation of effluents in which there is a presence of
phenolic or other recalcitrant compounds with similar structure to lignin.

Keywords: biological degradation, phenol, sugarcane bagasse, sawing wood, methylene blue, Cladosporium.

Introdugao

Os efluentes provenientes de atividades das
agroindustrias, em especial as sucroalcooleiras,
apresentam altos teores de sélidos em suspensio,
matéria orginica persistente ou nio, e temperatura
elevada. Tais caracterfsticas inviabilizam seu
langamento em corpos d’dgua e sua reutilizagio
indireta na

direta na inddstria ou

fertirrigagio. Dentre as metodologias disponiveis, e que

apresentam menor razio custo/beneficio, para o
tratamento deste tipo de efluente estd a que utiliza o
potencial degradativo/biosortivo de microrganismos
(fangicos ou bacterianos) nativos ou inseridos nas
lagoas para sua remediagio (AKBAR; KHWAJA,
2006).

Os fungos secretam enzimas extracelulares para
clivar complexos poliméricos e absorver nutrientes
simples, sendo estas importantes nio apenas a sua
sobrevivéncia em ambientes extremos, mas para a
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subsisténcia das demais comunidades do nicho
trofico (GOPINATH et al., 2005). A produgio
desses catalisadores tem atraido um crescente
interesse para o biotratamento de componentes de
dguas residudrias (moléculas inorginicas, metais
pesados e compostos orginicos), seja pela remogio
ou mesmo completa destrui¢io-mineralizagio dessas
substincias (COULIBALY et al., 2002).

Os fungos filamentosos causadores de “podridio
branca” de madeiras, por exemplo, sio capazes de
degradar compostos recalcitrantes, pois secretam
fenoloxidases como a Lacase (Lac), a Manganés-
Peroxidase (MnP) e a Lignina-Peroxidase (LiP),
todas envolvidas na oxidagio de complexos de
estruturas aromdticas, como alguns compostos
xenobidticos (GILL et al., 2002; GLENN et al,,
1983; MONDAL; PATI, 2000; TIEN; KIRK, 1983).
Com isso, ensaios para a determinacio da producio
dessas enzimas tém sido relevantes para os estudos ¢
estratégias de biorremediagio.

O presente trabalho visou verificar a utilizagio de
diferentes corantes como substitutos do composto
Poly R478 no método de sele¢io de produtores de
fenoloxidases, uma vez que o corante nio ¢ mais
comercializado, bem como avaliar a agio dos fungos
isolados de efluentes de industria sucroalcooleira
sobre diferentes substratos, comparando com a de
microrganismos causadores de “podridio branca”
obtidos da cole¢io oficial de microrganismos.

Material e métodos
Isolamento, identificacdo e cultivo dos fungos

Inicialmente, isolados dos fungos Phanerochaete
chrysosporium Burds (CCT 1999) e Geotrichum candidum
Link. & Pers. (CCT 1205) foram obtidos a partir de
“slants” da colegio oficial de microrganismos da
“Funda¢io André Tosello” (Campinas, Sio Paulo),
sendo codificados como Gc e Pc. Em seguida, efetuou-
se isolamento de novos fungos a partir de amostras de
efluente (safra 2004/05) e turfa (safra 2005/06),
oriundas da lagoa de decantagio, da estacio de
tratamento de efluente (ETE) da S. A. Usina Coruripe
Acticar e Alcool, localizada no municipio de Coruripe,
no Estado de Alagoas.

Para cada amostra foram realizadas diferentes
dilui¢oes em dgua destilada estéril. Inoculou-se uma
aliquota (1 mL) dessas diluigbes em meio Agar-
Caldo de Cana (ACC - 25%), contido em placas de
Petri, sendo a cultura incubada a 28 * 1°C, no
escuro. A repicagem individual das coldnias dos
fungos surgidos em ACC foi realizada em meio Agar
Sabouraud (AS) e Agar-Extrato de Malte (AEM) e as
novas culturas foram incubados (28 * 1°C, no
escuro) por 15 dias. A identificacio foi realizada por

Perovano Filho et al.

meio das andlises macroscépicas e microscopicas das

estruturas fungicas (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Selecao de fungos produtores de fenoloxidases em meio
sélido

Utilizou-se o meio descrito por Dhouib et al.
(2005), modificado de forma a apresentar a seguinte
composigio: 2 g de glicose (Vetec®); 2 g de tartarato
de amonio (Vetec®); 2 g de extrato de malte
(Acumedia®); 0,26 g de KH,PO, (Vetec®); 0,26 g de
Na,HPO, (Vetec®); 0,5 g de MgSO,. 7 H,O
(Vetec®); 0,01 g de CuSO,. 5 H,O (Vetec®);
0,0066 g de CaCl,. 2 H,O (Vetec®); 0,005 g de
FeSO, (Vetec®), 0,005 g de ZnSO,. 7 H,O (Vetec®);
0,02 mg de NaMoO, (Vetec®). 0,09 mg de MnCl,
2 H,O (Vetec®); 0,07 mg de H;BO; (Vetec®); 0,1 g
de Azul de Metileno (AM, Vetec®); 20 g de 4gar;
1.000 mL de dgua destilada. Apds esterilizagio em
autoclave (121°C, 1 atm, 20 min.), esse material foi
vertido em placas de Petri solidificado e inoculado
(em triplicata) pela disposigio central de um disco de
micélio crescido em AEM (7 mm de didmetro, 15
dias) de cada isolado flngico. O material foi
incubado por sete dias a 28 = 1°C (escuro).

A mesma composic¢io basal do meio também foi
utilizada, substituindo-se o azocorante AM por
Verde Malaquita (VM, Vetec®), Cristal Violeta (CV,
Vetec®) e Azure B (AB, Vetec®), para avaliar a acio
dos fungos sobre tais substratos. A inoculagio e
incubacio seguiram o mesmo protocolo ji descrito.
O delinecamento experimental foi inteiramente
casualizado e repetido trés vezes.

Biomassa, concentracao de glicidios redutores, proteinas,
fenéis totais e DQO, e pH/condutividade em cultivos de
Cladosporium sp. sobre diferentes substratos

Utilizou-se a composigio basal do meio utilizado
para a selegdo de fungos produtores de
fenoloxidases, porém, isento de Agar, e acrescentou-
se a0 mesmo 0,1 g de Azul de Metileno (AM)oulg
de bagaco de cana (BC), ou, ainda, de 1 g de
serragem de madeira (coletada em marcenaria
localizada no bairro Tabuleiro dos Martins, Maceid,
Estado da Alagoas, em 2005). O BC foi coletado no
processo de moagem da safra 2005/06 da S.A. Usina
Coruripe Agticar e Alcool. O objetivo foi avaliar a
atividade de fenoloxidases sobre esses trés substratos.

Assim, a partir de uma cultura de Cladosporium
sp. em meio s6lido (30 = 2°C, no escuro, por 15
dias) obteve-se uma suspensio aquosa de conidios
(3,1 x 10" mL™") e esta foi inoculada em 400 mL de
cada meio (concentracio final de 7,75 x 10* conidios
mL™"). As culturas em triplicata foram incubadas a
28 + 1°C, em agitacio orbital constante (100 rpm), no
escuro.
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A intervalos de tempo de 48h (0 - 144h),
aliquotas de 50 mL dessas culturas foram retiradas e
filtradas (0,45 wm). A biomassa seca presente nas
membranas filtrantes foi mensurada por pesagem
12h ap6s submeté-las a uma temperatura de 50°C,
em estufa. Paralelamente, os filtrados foram
estocados a 6 - 8°C para posterior determinacio dos
teores de glicidios redutores, proteinas e fendis
totais.

Os glicideos redutores foram quantificados por
meio do método do 4cido dinitrosalicilico (DNSA,
Vetec®) (MILLER, 1959) modificado. Assim,
adicionaram-se 200 uL da solugio reagente (0,25 g
DNSA, 75 g tartarato de sédio e potissio, 50 mL
NaOH 2M, 250 mL H,0) a 200 pL das amostras de
filtrado de culturas ou de solugio padrio (D-glicose)
em diferentes concentragdes (0 - 2 mg D-glicose.
mL™"), para construgio da curva-padrio. As amostras
foram aquecidas a 100°C por 10 min. e, em seguida,
diluiu-se cada uma delas para 5 ml, com d4gua
destilada. As absorvincias foram determinadas a
570 nm.

A concentragio de proteinas totais nas amostras
foi determinada de acordo com o Método do
Biureto (LAYNE, 1957), no qual a coloragio varia de
rosa a parpura, pelo complexo formado entre os fons
de cobre e o nitrogénio das ligagdes peptidicas,
sendo utilizado em substitui¢io ao Método de
Lowry, em virtude de interferéncias com os
compostos fendlicos presentes nas amostras. A
curva-padrio  foi  produzida variando-se a
concentragio de albumina de soro bovino (ASB,
Vetec®) entre 0 e 7 mg mL™".

Para a determinagio de fendis totais preparou-se,
previamente, uma curva-padrio de d4cido gilico
(Vetec®) variando-se a concentragio com 4gua
destilada entre 0 e 500 ug mL"'. Adicionaram-se,
entio, 150 uL da amostra dos filtrados das culturas
ou das diluic¢oes de dcido gilico a 3 mL de Na,CO;
2% (m v, Vetec®), em agitagio constante.
Acrescentaram-se as misturas homogeneizadas 150
uL do reativo de Folin-Ciocalteu 2N (FOLIN;
CIOCALTEU, 1927) diluido (1:1, v v'', Sigma®),
sempre em agitagio constante. Apds 30 min. de
repouso, efetuou-se a leitura das absorvaincias a 750
nm (BRAY; THORPE, 1954).

Além disso, o meio liquido AM também foi
monitorado quanto s alteragdes de pH e
condutividade ao longo do cultivo. Para tanto, foi
distribuido (20 mL) em tubos Falcon, esterilizado e
inoculado com a suspensio de Cladosporium sp.
originando culturas com 1 x 10* conidios mL™". Estas
foram incubadas a 28 + 1°C, em agitacio constante
(100 rpm), no escuro, e a biomassa seca foi
mensurada a diferentes intervalos de tempo (0, 24,
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48, 72, 96 e 120h), conforme descrito acima. Os
filtrados destes novos cultivos foram estocados a 6 -
8°C para posterior anilise do decaimento da
absorvincia do corante, por leituras
espectrofotométricas a 500 nm (espectrofotdmetro
Femto™, modelo 800 XI), ao longo do tempo. Além
disso, monitoraram-se o pH (pHmetro Quimis™
modelo Q-400A) e a condutividade elétrica
(condutivimetro Instrutherm™ modelo CD-840)
dos filtrados das culturas.

Resultados e discussao

Selecdo de fungos produtores de fenoloxidases em meio
sélido

Além dos dois isolados fingicos obtidos de colegio
oficial de microrganismos (GC e PC, respectivamente
G. candidum e P. chrysosporium), oito outros fungos
foram isolados de amostras de efluente das lagoas de
decantagio da ETE da S. A. Usina Coruripe Agtcar e
Alcool (o isolado 2A, identificado como Mucor sp.) ou
de amostras de turfa das referidas lagoas [isolados XXI
(Cladosporium ~ sp.), G2  (Penicillium  sp.), BF
(Trichosporon ~ sp.), C1  (Aspergillus ~ SP.), E1
(Aspergillus  sp.), O1 (Penicillium sp.) ¢ V1 (ndo
identificado)].

O teste de seleg¢ido realizado foi uma modificagio
da metodologia descrita por Dhouib et al. (2005), na
qual os autores verificaram que microrganismos
produtores de fenoloxidases alteram a coloracio do
corante Poly R-478 de roxo para amarelo, ou
descolorem completamente o mesmo pela clivagem
do anel aromitico. A substitui¢io pelo Azul de
Metileno baseou-se no trabalho desenvolvido por
Ferreira-Leitao et al. (2003), no qual os autores o
utilizaram para determinar a atividade da lignina-
peroxidase (LiP) e verificaram que o mesmo oxidava
o corante, levando 2 descoloragio do meio pela
clivagem do anel aromitico. Os mesmos autores
ainda testaram o corante Azure B, constatando o
mesmo processo. Por outro lado, Cha et al. (2001) e
Bumpus e Brock (1988) utilizaram respectivamente
Verde Malaquita e Cristal Violeta com o mesmo
propdsito, obtendo resultados positivos.
forma, os quatro corantes foram incluidos no teste
de sele¢io de fenoloxidases.

Os resultados contrastam com estudos de
Muthezhilan et al. (2008), no qual os autores
isolaram espécies de 17 géneros de fungos a partir de
efluentes de industria téxtil, e testaram sua atividade
descolorante de varios corantes em meio sélido com
dgar e minerais, e constataram que isolados de
Mucor racemosus e Cladosporium cladosporioides, além de
Penicillium oxalicum e Trichoderma viride nio agiram
sobre qualquer dos corantes utilizados neste

Dessa
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trabalho, mas em meio liquido com os mesmos
compostos ¢ caldo Czapex-Dox ocorreu a redugio da
coloragio basicamente pela adsor¢gio ao micélio, ao
invés da degradagio biolégica.

Claus e Filip (1998) ji haviam relatado que
C. dadosporioides isolado a partir de dguas de um lago de
turfa, com concentra¢des de 333 mM de carbono e 12
mM de nitrogénio, produzia lacase e apresentava alta
atividade lignolitica, e que ap6s adigdo de riverina ou
substincias htimicas, oriundas de mananciais, no meio
de cultura (1 mg mL"), o fungo demonstrava
capacidade de consumir 60% das mesmas. A cxata
quantidade de degradagio, contudo, nio foi elucidada
pelos autores em face da adsor¢io de parte dessas
substincias pelo micélio fiingico. No reisolamento dos
compostos hdmicos, no entanto, surgiram menos
moléculas com anéis aromdticos e mais moléculas com
estruturas alifiticas, ¢ a enzima bruta da cultura
mostrou baixa atividade em degradar os humatos, mas
esta descolorac¢io aumentou para mais de 50% quando
se utilizou uma preparagio de lacase pura (proveniente
de Polyporus versicolor), especialmente na presenga de
um mediador redox.

A Tabela 1 ilustra a descolora¢io dos corantes
testados pelos fungos utilizados no presente
trabalho. Com base no ensaio do crescimento em
meios com 0,01% dos corantes Azul de Metileno,
Verde Malaquita, Cristal Violeta ou Azure B, apenas
o isolado do género Cladosporium produziu halo de
descoloragio dos corantes para além do tamanho de
suas colonias no perfodo de incubagio. Por isso, foi
selecionado para os demais testes.

Tabela 1. Descoloragio pelos isolados fungicos de micoteca
oficial ou de amostras de efluentes e turfa da ETE da S. A. Usina
Coruripe Agticar e Alcool (2004/05 ¢ 2005/06), em meios de
cultura com diferentes corantes (sete dias de incubacio a 28 =
2°C, escuro). Os valores entre parénteses referem-se ao tamanho
médio das colonias e dos halos de descoloragio (mm).

Isolados Diametro da coldnia; Halo de descoloragio além da

colonia (mm)
Azure B Azulde Cristal Verde
(tiazinico) Metileno Violeta Malaquita
(tiazinico) (triarilmetano) (triarilmetano)
XXI (Cladosporium sp.) +(12,0; 1,5)+(12,0;2,0) +(12,0;2,2) +(11,5; 1,5)

2A (Mucor sp.) SC SC SC SC
BF (Ttichosporon sp.) - - - -(13,2; 0)
Pc (Phanerochaete sC sc sC sC

chrysosporium)
Gc (Geotrichum

. SC SC SC -(35,1;0)
candidum)
O1 (Penicillium sp.) *(23,3;0) *(23,4;0) SC SC
E1 (Aspergillus sp.) SC SC SC SC
C1 (Aspergillus sp.) SC SC SC SC
G2 (Penicillium sp.) SC SC *(22,3; 0) *(45,6; 0)
V1 (nio identificado) SC SC SC SC
+ = Descoloragio sob e além do didmetro da coldnia; SC = sem crescimento;

- = crescimento sem descoloragio; *= Descolora¢io apenas sob a col6nia.

A descoloragio de corantes por Lignina-
peroxidases ¢ Lacases, por exemplo, ¢ amplamente
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conhecida, especialmente em fungos basidiomicetos.
Em estudos de Heinfling et al. (1997), 18 fungos
capazes de degradar materiais lignocelulésicos e
derivados de lignina foram testados quanto a sua
capacidade de descolorir os azocorantes Laranja
Reativo 96, Violeta Reativo 5 e Preto Reativo 5.
Dentre eles, apenas P. chrysosporium,
Bjerkandera adusta ¢ Trametes versicolor apresentaram
agio positiva. Gill et al. (2002), igualmente, testaram
a acio descolorante de nove isolados de fungos da
“podridio branca”, conhecidos por sua capacidade
lignolitica, sobre os corantes Verde Brilhante,
Vermelho de Cresol, CV, Vermelho Congo e
Laranja II. Constataram que Dichomitus squalens,
Phlebia fascicularia e P. floridensis degradaram esses
compostos em meio sélido, e em meio liquido
limitado em nitrogénio estes foram mais eficientes
que P. chrysosporium. Além disso, Claus et al. (2002)
verificaram que embora alguns basidiomicetos
sintetizem lacases com capacidade de descolorir altas
taxas de corantes derivados de antraquinonas, o
azocorante Vermelho Congo é um indutor fraco das
mesmas. Isso significa que apenas a capacidade
genética para a sintese da enzima nio ¢ suficiente,
mas sim a interacio do fungo com substincias que
promovam sua expressio. Kamida et al. (2005), por
exemplo, verificaram que o pico de produgio de
lacases e peroxidases por um basidiomiceto
(Pleurotus sajor-caju) obtido da ETE de uma indtstria
téxtil em Americana, Estado de Sio Paulo, sobre
efluente com corante indigo, deu-se no nono dia de
incubagio, e a descoloragio total do efluente se deu
no 14° dia de incubacio, sugerindo que inicialmente
¢ necessirio secretar lacases para, em seguida,
detectar-se seu efeito sobre o corante.

No presente trabalho, o fungo da “podridio
branca” P. chrysosporium, obtido em micoteca oficial,
sequer cresceu nos meios com os diferentes corantes
testados, evidenciando que o contraste de resultados
esperados para basidiomicetos pode ocorrer também
com espécies nio conhecidas como lignoliticas, como
alguns  ascomicetos e  deuteromicetos, como
Trichoderma sp. e Cladosporium sp., que também podem
produzir enzimas descolorantes (ASSAVANIG et al.,
1992; BOLLAG; LEONOWICZ, 1984; POTIN et al.,
2004).

Claus e Filip (1998) relataram que um isolado
de C. cladosporioides, proveniente de dguas de um
lago de turfa (concentragdes de 333 mM de
carbono e 12 mM de nitrogénio), produziu lacase
e apresentou alta atividade lignolitica. Apés adigdo
de riverina ou substincias hidmicas oriundas de
mananciais, a0 meio de cultura (1 mg mL™") desse
fungo, o mesmo consumiu 60% das mesmas. A
exata quantidade de degradagio, contudo, nio foi
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elucidada pelos autores em face da adsorgio de
parte dessas substincias pelo micélio fingico. No
reisolamento dos compostos hdmicos, no entanto,
surgiram menos moléculas com anéis aromaiticos
e mais moléculas com estruturas alifiticas, e a
enzima bruta da cultura mostrou baixa atividade
em converter os humatos, mas esta descoloracio
aumentou para mais de 50% quando se utilizou
lacase pura oriunda de Polyporus wversicolor,
especialmente na presenga de um mediador redox.

Testes com 17 géneros de fungos, isolados de
efluentes de inddastria téxtil, e cultivados em meio
s6lido com minerais e virios corantes, revelaram que
C. cladosporioides, Penicillium oxalicum, Mucor racemosus
e Trichoderma viride nio descoloriram os substratos.
Por outro lado, isso ocorreu em caldo Czapex-Dox
com tais compostos, e os autores do estudo
atribuiram a remogio da colorag¢io principalmente 2
capacidade de adsor¢io do micélio desses fungos
(MUTHEZHILAN et al., 2008).

Potin et al. (2004) verificaram  que
Cladosporium sphaerospermum isolado de solos de
uma antiga usina de gis, foi capaz de degradar em
média  23% de hidrocarbonetos aromiticos
policiclicos (HPAs), inclusive de alto peso
molecular, em experimento piloto com solo
inoculado e incubado por quatro semanas. Em
cultura liquida, tal fungo degradou rapidamente
benzo (a) pireno durante o inicio de seu
crescimento exponencial (18% apds quatro dias de
incubacio), ¢ entre as atividades de enzimas
extracelulares ligninoliticas testadas, somente a
lacase foi detectada na auséncia ou na presenca de
benzo(a) pireno no caldo de cultivo.

Estudos de  Vijaykumar et al. (2006)
demonstraram que C. cladosporioides isolado de
amostras de carvio descoloriu cinco diferentes
corantes azo e trifenilmetano (Azul Acido 193, Preto
Acido 210, CV, Preto reativo B(S) e Preto reativo
BL/LPR), tanto em meio sdlido quanto em meio
liquido. O sobrenadante filtrado de cultivo desse
fungo em caldo, por si sé descoloriu o corante Azul
Acido 193, e¢ quando o cultivo foi acrescentado
reiteradas vezes do corante (de um total de 700 mg L™,
ap6s 168h, baixou para 564 mg L"), nio houve
diminuigio significativa nessa atividade, o que
demonstrou nio sé a resisténcia desse fungo a uma
elevada concentracio do corante, mas a acio de suas
enzimas extracelulares nessa fungio. Os padroes
fisico-quimicos 6timos para tal atividade foram 40°C
de temperatura, pH = 5,6 ¢ 4% de sacarose. As
enzimas purificadas no meio foram manganés-
peroxidase (41 U L") e lacase (1413 U L),
enquanto a atividade de lignina peroxidase foi
insignificante mesmo apds oito dias de incubagio.
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Biomassa, concentragao de glicidios redutores, proteinas,
fenodis totais e DQO, e pH/condutividade em cultivos de
Cladosporium sp. sobre diferentes substratos

Com relagio 2 taxa de crescimento do fungo
Cladosporium sp. nos meios avaliados (Figura 1a), o
melhor desenvolvimento ocorreu no meio
contendo serragem de madeira (SM), seguido pelo
meio contendo bagaco de cana (BC). E provivel
que nesses meios o fungo possa produzir mais
enzimas lignoceluloliticas, apresentando maior
concentragio de mondmeros energéticos, porém,
no meio que continha AM houve crescimento
menos expressivo e as concentragdes de glicidios
redutores (Figura 1b) e proteinas totais (Figura
1c), além de DQO (Figura 2b), é que foram
gradualmente reduzidas ao longo do tempo.

Assim, verificou-se pouco consumo de glicidios
redutores pelo isolado de Cladosporium sp. nas primeiras
48h de incubacio em meio AM (Figura 1b),
possivelmente pela adaptabilidade do isolado 2
substincia  recalcitrante  (Azul de = Metileno)
(KONONOVA; NESMEYANOVA, 2002). Apés esse
periodo, o consumo desses glicidios foi continuo.
Contudo, nas culturas em BC e SM, com crescimento
mais expressivo do fungo, observou-se lenta remogio
de glicidios redutores (Figura 1b) entre 0 e 48h, ¢
depois, mais acentuada entre 96 e 144h, embora nio no
mesmo patamar ocorrido na cultura com AM.

E provivel que, ao produzir lignocelulases nos
meios com fontes naturais de lignocelulose (BC ¢
SM), este isolado de Cladosporium sp. disp6s de
maior  concentragio de  monossacarideos,
apresentando uma concentracio total de glicidios
redutores proporcionalmente maior do que no
meio AM, especialmente entre 48 e 96h de
cultivo, periodo considerado estaciondrio do
crescimento em AM, mas progressivo nos demais
meios.

Por outro lado, a remog¢io de proteinas totais
(Figura 1c) no meio AM foi progressiva ao longo
do tempo de cultivo, indicando que o fungo
possivelmente  consumiu  mais  compostos
nitrogenados do que secretou nesse periodo em
termos de enzimas extracelulares. Porém, nas
culturas com BC e SM ocorreu aumento da
concentragio desses compostos, especialmente
entre 48 e 96h, exatamente na maior faixa de seu
crescimento.

Kerem et al. (1992) relataram que, ao longo do
tempo de cultivo em material lignocelulésico, os
fungos P. ostreatus e P. chrysosporium secretaram
proteinas soltveis. Alborés et al. (2006) também
verificaram aumento na concentragio de proteinas
ao longo de 14 dias de cultivo de Pleurotus spp. em
residuos agroindustriais.
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Figura 1. Cultivo do isolado XXI (Cladosporium sp.), obtido de
amostras de efluentes da ETE da S. A. Usina Coruripe Agticar ¢
Alcool (2004/05), em meios com diferentes fontes (Azul de Metileno-
AM, bagago de cana-BC e serragem de madeira-SM), a 100 rpm,
30 = 2°C, no escuro. a) Massa seca; b) Consumo de glicidios
redutores totais e ¢) Concentragio de proteinas totais.

Por outro lado, as culturas de Cladosporium sp. sobre
SM reduziram drasticamente a concentragio de fendis
totais (Figura 2a) e DQO (Figura 2b) entre 96 ¢ 144h

Perovano Filho et al.

de incubagio, o que pode indicar a produgio de uma
ou mais fenoloxidases capazes de degradar residuos de
lignina. Além disso, também houve consumo de
glicidios redutores e aumento de proteinas. A remog¢io
de fendis nas culturas com BC (Figura 2a) foi muito
baixa, indicando que nesse meio nio ocorreu alta taxa
de degradagio de compostos fendlicos durante todo o
intervalo de incubagio estudado. Por outro lado, a
remogio da DQO (Figura 2b) nessas culturas foi maior
entre 0-96h de incubagio. As taxas de redugio de
DQO foram de 46,4; 30,8 e 21,4%, respectivamente
sobre SM, AM e BC (Figura 2b).
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Figura 2. Cultivo do isolado XXI (Cladosporium sp), obtido de
amostras de efluentes da ETE da S. A. Usina Coruripe Aclicar e
Alcool (2004/05), em meios com diferentes fontes (Azul de Metileno-
AM, bagago de cana-BC e serragem de madeira-SM), a 100 rpm,
30 % 2°C, no escuro. a) Concentragio de fendis totais (eq. mg dcido
gilico mL™); b) Concentragio de DQO.

Em escala piloto, Ragunathan e Swaminathan
(2004) estudaram a habilidade dos fungos Pleurotus
sajor-caju, P. platypus e P. citrinopileatus em reduzir a
DQO de efluente de industria papeleira, verificando
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que P. ostreatus apresentou o melhor desempenho,
isto é, removeu 61,3% da DQO em dez dias de
tratamento. Wu et al. (2005) também estudaram o
tratamento de efluente de inddstria de papel, porém
avaliaram o efeito individual de cinco fungos da
“podridio branca” (P. chrysosporium, P. ostreatus,
Lentinus edodes, T. versicolor ¢ o isolado S22) sobre a
DQO, ¢ a mixima eficiéncia na reducio da mesma
(cerca de 48%) foi obtida pelos fungos
P. chrysosporium ¢ P. ostreatus, aos dez dias de cultivo.
Comparando-se os dados de remogio obtidos pelo
isolado estudado de Cladosporium sp. estudado com os
obtidos pelos fungos acima citados, verifica-se que o
primeiro apresenta bom desempenho na redugio de

DQO, uma vez que nos ensaios realizados
consideraram-se apenas seis dias de cultivo.
Chivez-Lépez et al.  (2005)  cultivaram

C. dadosporioides em meio liquido com ou nio
fenantreno, verificando que o fungo produziu lacase
nas duas condi¢des, porém, na auséncia de fenantreno a
atividade enzimitica mdixima ocorreu 84h apds a
inoculagio (1,01 U g' de peso seco), e, nas culturas
com esse composto a atividade mixima da lacase foi
maior e ocorreu com 72h de incubagio (3,09 U g de
peso seco).

As Figuras 3a e 3b ilustram a biomassa, o
decréscimo da cor, a condutividade elétrica e o pH
dos filtrados das culturas de Cladosporium sp. em
meio liquido AM. Observou-se que assim que
ocorreu adaptagio 2 substincia recalcitrante (AM) na
presenca de outros nutrientes (KONONOVA;
NESMEYANOVA, 2002), ocorreu descoloragio das
culturas (Figura 3a), especialmente a partir de 96h,
quando a biomassa cresceu e atingiu seu pico. Isso
indica que esse fungo tem potencial para ser
utilizado no tratamento de remogio de corantes de
efluentes, quando utilizado juntamente com os
demais nutrientes para seu desenvolvimento
(KONONOVA; NESMEYANOVA, 2002).

A condutividade elétrica (Figura 3b) das culturas
de Cladosporium sp. em meio AM diminuiu durante
as primeiras 48h de cultivo, elevando-se ligeiramente
até 72h, e permanecendo constante a partir de entio.
Segundo Kapich et al. (1999), durante a agio de
enzimas lignoliticas, espécies radicalares intermedidrias
sdo formadas, o que estd relacionado com o aumento
tempordrio de fons e, portanto, da condutividade
(KAPICH et al., 1999). Da mesma forma, o pH das
culturas de Cladosporium sp. em AM (Figura 3b)
diminuiu mais expressivamente nas 48h iniciais de
incubagio, bem como apds 96h.

Yesilada et al. (1998) também observaram
decréscimo do pH nas primeiras 48h de cultivo de
Coriolus versicolor em meio com o corante Orange II,
seguindo-se um ligeiro aumento desse pH até 72h.
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Figura 3. Cultivo do isolado XXI (Cladosporium sp.) obtido de
amostras de efluentes da ETE da S. A. Usina Coruripe Agticar e
Alcool (2004/05) em meio liquido com Azul de Metileno [em
agitagio (100 rpm) a 30 * 2°C, no escuro]. a) Massa seca e
absorvincia (500 nm); b) Condutividade Elétrica e pH.

Conclusao

O Azul de Metileno, bem como os corantes
Azure B, Cristal Violeta e Verde Malaquita,
revelaram-se 6timos substitutos do corante Poly
R478 na selegio de fungos produtores de
fenoloxidases, permitindo selecionar o fungo com
maior potencial para descoloragio.

Os testes com trés substratos diferentes
revelaram que o fungo Cladosporium sp. removeu
teores de glicidios redutores, proteinas, fendis totais
e DQO, sugerindo-se que este pode ser indicado na
remogio de compostos fendlicos de residuos como
efluentes agroindustriais.

O mesmo isolado mostrou-se promissor para
compor consércios visando a biorremediagio de
efluentes com compostos lignoliticos ou outros
compostos recalcitrantes semelhantes.
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