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Selecdo de fungos quanto a capacidade de utilizacdo de corantes
Fungi’s selection as to the ability to use dyes

Linkia Maura Silva de Almeida®, Rita de Céssia Mendonca de Miranda?,
Wolia Costa Gomes®

RESUMO: As industrias téxteis ttm como caracteristica principal o uso de agua e corantes
sintéticos em grande escala, posteriormente gerando uma alta demanda de efluentes contaminados.
O langamento direto desses efluentes, misturados com corantes sintéticos em corpos hidricos,
trazem graves impactos ao ambiente aquatico, tornando-o altamente toxico, com alta carga
organica, DBO e DQO elevadas e impedindo a fotossintese, além de serem mutagénicos e
carcinogénicos ao homem. Esses impactos negativos exigem buscas por conhecimento sobre o
melhor tratamento para remediar ambientes contaminados e, dentre os mais variados tipos de
tratamento, o bioldgico (biorremediacdo), empregam-se fungos e/ou bactérias e as enzimas que eles
produzem para remogdo de substancias recalcitrantes. O objetivo do trabalho foi analisar essa
capacidade de descoloracdo e avaliar a toxicidade. Os fungos testados apresentaram diferentes taxas
de descoloragédo, o Penicillium F2 se mostrou mais eficiente que o Penicillium F4. Avaliando a
toxicidade dos metabdlitos gerados por meio da descoloracdo, utilizou-se a bactéria Escherichia
coli com a finalidade de observar se 0s metabdlitos gerados da descoloracdo do meio tinham
propriedades mutagénicas, e para isso os fungos foram inoculados em meio mineral, utilizando-se o
corante como fonte de carbono e comparados com os controles positivo (Ciprofloxacina) e controle
negativo (PBS). Apds 48 horas de incubacdo observou-se que as amostras ndo apresentaram
toxicidade; apenas a Ciprofloxacina apresentou mutagenicidade.
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ABSTRACT: The main characteristic of the textile industries is the use of water and synthetic dyes
on a large scale, which subsequently generates a high demand for contaminated effluents. The direct
release of these effluents mixed with synthetic dyes in water bodies causes serious impacts to the
aquatic environment, making it highly toxic, with high organic load, high BOD and COD and
preventing photosynthesis, besides being mutagenic and carcinogenic to man. These negative
impacts require knowledge-seeking about the best treatment to remediate contaminated
environments, and of the most varied types of treatments, biological (bioremediation), fungi and / or
bacteria are used and the enzymes they produce for the removal of recalcitrant substances. The
objective of the study was to analyze this discoloration capacity and to evaluate the toxicity. The
fungi tested showed different discoloration rates, Penicillium F2 was more efficient than
Penicillium F4. By evaluating the toxicity of the metabolites generated by means of the
discoloration, the bacterium Escherichia coli was used in order to observe if the metabolites
generated from the discoloration of the medium had mutagenic properties, for this the fungi were
inoculated in mineral medium using the dye as source of carbon and compared with positive
controls (Ciprofloxacin) and negative control (PBS). After 48 hours of incubation, it was observed
that the samples showed no toxicity; only Ciprofloxacin showed mutagenicity.
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1. INTRODUCAO

Desde as décadas passadas, 0os impactos ambientais vém se tornando cada vez maiores e
frequentes, ocasionados pelo crescimento urbano desenfreado e no aumento de atividades
industriais. Assim, as problematicas das acfes antrépicas do homem acabam alcancando uma alta
magnitude, e isso pode ser observado através das mudancas na qualidade do ar, solo e agua (KUNZ,
2002).

Temos a industria téxtil que atualmente representa um valor econdmico-social, absorvendo
uma expressiva quantidade de médo de obra. No Brasil ha, em média, cerca de 5.000 industrias
téxteis, distribuidas da seguinte forma: 11% de grande porte; 21% de pequeno porte; e 68% de
micro-empresas, logo o setor téxtil ocupa o 5° lugar em empregos diretos e 0 6° lugar em
faturamentos (GONDIM et al., 2007).

Apesar de ser um setor muito valorizado, as atividades decorrentes dos processos téxteis
geram impactos negativos para 0 meio ambiente, pois exigem um intenso consumo de &gua e de
corantes sintéticos, cuja presenca traz como consequéncia a geracao de efluentes com elevado nivel
de coloracdo, toxicidade, baixas concentracGes de oxigénio dissolvido, alta carga de matéria
organica, DBO e DQO elevadas, variagdes de pH, metais pesados, e entre outros (KILIC et al.,
2007).

Segundo Abiquim (2017), os corantes podem ser definidos como substancias quimicas
soltveis e intensamente coloridas que, ao serem aplicados num material, Ihe conferem cor. Os
corantes foram sintetizados inicialmente pelo quimico William Henry Perkin, no ano de 1856 (VAN
der ZEE, 2002) e atualmente sdo aplicados em diversos setores, como na inddstria de cosméticos,
alimentos, plasticos, couros e principalmente na industria téxtil, onde é usado para o tingimento de

fibra das roupas.

Existem cerca de 10 mil ou mais tipos de corantes sintéticos no mercado, cada um com
uma estrutura molecular diferente. Em geral suas micromoléculas contém dois componentes
principais: o cromoforo, que fornece a coloracdo do corante e o grupo funcional que liga o corante a
fibra (BELTRAME, 2000). A grande problematica que gira em torno disso, € que essa substancia,
ao ser lancada diretamente em corpos hidricos, provoca graves consequéncias na vida aquética, pois
a luz solar deixa de penetrar na dgua e atingir as plantas aquaticas, impedindo a fotossintese e a
reproducdo adequada, mortandade de peixes, além de serem mutagénicos e carcinogénicos ao
homem (DURRANT, 2003).

Segundo Nascimento et al., (2011) o grau de toxicidade e efeitos carcinogénico dos

corantes téxteis sintéticos se deve, principalmente, pelo fato de que, em sua maioria, eles séo
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fabricados a partir de agentes cancerigenos, tais como benzidina, naftaleno e outros compostos

aromaticos.

Esses impactos negativos exigem buscas por conhecimento sobre o melhor tratamento para
efluentes contaminados por substancias quimicas e a forma mais adequada de fazé-lo, sempre

levando em consideracdo o tempo de tratamento, custo beneficio e por fim, a eficiéncia.

Dentre os tratamentos quimicos, fisicos e bioldgicos, o tratamento biolégico vem sendo
bastante utilizado e uma de suas técnicas, chamada de biorremediacéo, consiste num processo, onde
empregam-se fungos e bactérias ou as enzimas que eles produzem para remediar ambientes

contaminados.

Considerando a capacidade dos fungos para a técnica de biorremediacdo, este artigo foi
desenvolvido para selecionar, dentre duas espécies de fungos filamentosos, o melhor para descolorir

o corante Azul Algodéo Lactofenol de um meio preparado em laboratério e avaliar sua toxicidade.

O presente artigo buscou explicitar uma pesquisa e suas conclusdes sobre um tema amplo,
quanto ao uso de microrganismos para tratamento de ambientes contaminados por substancias
recalcitrantes, neste caso por corantes sintéticos. Por se tratar de um assunto bem abrangente foi
escolhido o tema “Sele¢do de fungos quanto a capacidade de utilizacdo de corantes”, sendo
delimitado a partir dos impactos ambientais que podem ser causados pelo langcamento direto dessas

substancias em corpos hidricos e assim selecionar microrganismos para o presente estudo.

O objetivo foi analisar essa capacidade de descoloracdo e avaliar a toxicidade. Desta

forma, a escolha do tema foi em razéo de buscar novas respostas aos tratamentos bioldgicos.

MATERIAL E METODOS
FUNGOS FILAMENTOSOS

Pertencentes ao Reino Fungi, séo seres relativamente pequenos, ndo podendo ser vistos a

olho nu e estdo espalhados por toda parte, no solo, na 4gua e no ar.

Esse reino inclui bactérias, fungos (leveduras e bolores), protozoarios e algas
microscopicas. A nossa tendéncia € associar que esses pequenos organismos séo todos patogenos,
no entanto a maioria auxilia na manuteng@o do equilibrio da vida do meio ambiente. Quanto aos
fungos, estes sdo seres eucariotos, organismos cujas células possuem um nucleo distinto contendo o

DNA circundado por uma membrana nuclear. Os mais comuns séo os bolores. Eles formam massas
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visiveis, chamadas de micélios, compostos de longos filamentos (hifas) que se ramificam em
qualquer lugar (TORTORA et al., 2017).

Na maioria dos casos, os fungos filamentosos sdo mais eficazes para esse tipo de processo,
pois sdo capazes de descolorir rapidamente qualquer substancia recalcitrante presente no efluente,
principalmente os corantes sintéticos, através do mecanismo de adsorcao, ou seja, retiram o corante

do meio aquoso na medida em que aumenta sua biomassa por atragdo (MIRANDA, 2010).
SELECAO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Foram utilizados dois fungos do género Penicillium sp., com um total de 20 amostras,
sendo 10 amostras para o Penicillium F2 e 10 amostras para o Penicillium F4. Salienta-se que os
fungos utilizados para a pesquisa foram isolados de solo contaminado com agroquimico do
Programa de Agricultura Familiar e identificados previamente através das observacoes
micromorfoldgicas ap6s crescimento pela técnica de microcultivo. Esses fungos encontram-se
estocados no Laboratério de Microbiologia Ambiental — LAMAM da Universidade Ceuma e

mantidos em meio de cultivo Sabouraud (SAB).
CORANTE SINTETICO

O corante escolhido para o experimento foi 0 Azul Algodao Lactofenol.
PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

Os fungos foram inoculados em placas de Petri esterilizadas, contendo meio de cultivo
SAB acrescido de corante (100 pl - microlitros), ficando num periodo de 5 dias de incubacdo a 30°
C. Posteriormente, foram retirados trés blocos de gelose com crescimento micelial e inoculados em
frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL do meio de Kirk, sendo composto por: 0,05 g de
Extrato de Levedura, 0,2 g de KH2PO4, 0,05 g de MgS0O4, 0,02 g de CuS04, 0,016 g de MnSO4,
pH 7,5 e 1 litro de agua destilada (MIRANDA et al., 2012)

METODOS ANALITICOS
AVALIACAO DE DESCOLORACAO DO MEIO

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, sob condicGes: estatica e agitada a
150 rpm. Para avaliacdo da descoloragdo do corante foram retiradas aliquotas a cada 24 horas,
durante 05 dias e submetidas a leituras das absorbéncias em espectrofotometro (BEL SP 1105) no

comprimento de onda de 600 nm obtido por meio de varredura.
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Essa andlise foi realizada por meio de reducGes da absorbancia obtida no controle (meio
liquido contendo corante Azul Algoddo Lactofenol sem o micro-organismo), e o percentual de
descoloracédo (%D) foi calculado utilizando-se a seguinte formula:

Absy oy — Absf

* 100
Absy,

O/GD =

Onde:

AbsTO0 = Absorbancia inicial
AbsTf = Absorbancia final

AVALIACAO DA TOXICIDADE

A toxicidade dos metabolitos gerados por fruto da descoloracdo do corante foi analisada
pelo Teste de Recombinacdo, baseando-se na metodologia de Zdraveski et al., (2000), utilizando a
bactéria Escherichia coli. A bactéria foi inoculada em tubo Falcon estéreo e por se tratar de uma

bactéria Lac-(ndo metaboliza lactose), foi suplementada com 1% de lactose.

Posteriormente, foram perfurados com um objeto cilindrico quatro blocos de gelose e
inoculados em placas de Petri esterilizadas contendo meio de cultivo MacConkey e, em cada bloco,
foram injetados 30 ul de Ciprofloxacina (controle positivo), 30 pl de PBS (controle negativo) e 30
pl de amostra do Penicillium F2 e Penicillium F4, apds 120 horas (sob condicBes estaticas e

agitadas) misturada com corante, ficando em 48 horas de incubacéo a 30° C.
RESULTADO E DISCUSSAO
VARREDURA

A figura 1 apresenta o comprimento de onda mais adequado para a realizacdo das leituras
de absorbancia do meio misturado com corante (sem microrganismo) e o valor mais adequado foi
de 600 nm. Para chegar a esse resultado, foi necessario fazer uma varredura, sendo utilizado

espectrofotdmetro (BEL SP 1105), medindo o comprimento de onda de 350 até 850 nm.
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Figura 1 — Espectro de varredura para leitura de absorbancia
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Fonte: Autores (2017).
DESCOLORACAO DO MEIO POR FUNGOS FILAMENTOSOS

A tabela 1 apresenta o percentual de descoloragdo do meio misturado com corante Azul
Algodao Lactofenol pelos 2 fungos filamentosos selecionados, logo apo6s 5 dias de analise e em

temperatura ambiente (30° C), sob condicGes estaticas e agitadas.

Dentre as duas espécies de fungos selecionados para o0s ensaios de descoloracdo, o
Penicillium F2 se mostrou mais eficiente, reduzindo o corante em 37,5% e 45,6%, sob condicdes
estatica e agitada, respectivamente, logo nas primeiras 24 horas. Apds 48 horas, a reducao da cor foi
de 53,57% e 58,12% respectivamente. Em 72 horas reduziu a cor em 61,25% e 71,25%, sob ambas
condicdes. Em 96 horas, observou-se um declive nas redugdes, indicando taxas de 56,87% e 67,5%.

Por fim, em 120 horas, a reduc¢éo do corante teve um aumento em 70% em ambas condicdes.

Diferentemente do outro fungo, o Penicillium F4 apresentou taxas muito baixas de
descoloracdo. Nas primeiras 24 horas, a reducdo foi de 20% e 28,12%, sob condicGes estatica e
agitada, respectivamente. Em 48 horas, a reducdo do corante foi de 25,62% e 11,25%,
respectivamente. Apds 72 horas, notou-se uma redugdo na coloracéo de 30% em condicéo estatica e
38,75% em condicdo agitada. Em 96 horas, as taxas de descoloracdo foram de 20,62% e 5%,
respectivamente. Completada as 120 horas de ensaio, o0 corante reduziu em apenas 27,5% e

45,62%, sob ambas condigoes.
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Tabela 1 — Percentual de descoloragdo do meio em ambas condi¢es em até 120 horas.

Descoloracéo (%)

Fungo v -
Tempo (horas) Estatico Agitacdo

24 37,5 45,6

48 53,75 58,12

Penicillium F2 72 61,25 71,25

96 56,87 67,5
120 70 70

24 20 28,12

48 25,62 11,25

Penicillium F4 72 30 38.75
96 20,62 5

120 27,5 45,62

% Descoloracao

Fonte: Autores (2017)

Nas figuras 2(a) e 2(b) a seguir, sdo apresentadas as varreduras realizadas nas 20 amostras,
sendo 02 amostras de cada fungo, totalizando 04 amostras por dia, em ambas condicdes,

perfazendo-se os 05 dias de anélise.

Figuras 2(a) e 2(b) — Varredura de descoloracdo do corante pelos fungos Penicillium F2 e F4.
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Podemos observar na figura 2(a) que o Penicillium F2 apresentou uma adsorcao

satisfatoria até o 3° dia em ambas condigdes, formando um trago parcialmente linear, porém houve

uma pequena reducdo ao 4° dia indicando uma possivel dessorcdo, que ao 5° dia se estabilizou e

ambas amostras apresentaram um resultado igual, de 70% de descoloracéo.
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Analisando-se a figura 2(b), observa-se que os resultados referentes ao Penicillium F4, sob
condicdo estatica, os percentuais de descoloracdo se mantiveram constantes durante os 05 dias,
diferentemente sob condicdo agitada, que apresentou taxas muito inconstantes, apresentando um
processo de dessor¢do, ou seja, 0s micelios vegetativos do Penicillium F4 ndo foram capazes reter o

corante misturado ao meio, fazendo com que este fosse devolvido ao meio.

E de grande relevancia salientar que, quando se fala de remocdo de corantes por
microrganismos, ha a adsor¢do destes a parede celular (SILVA et al., 2015), no qual o contaminante
é incorporado ao material celular do microrganismo, podendo sofrer dessor¢do, em funcdo de
fatores fisico-quimicos, como a éarea superficial do adsorvente, tamanho da particula, pH,
temperatura e entre outros que podem levar a liberacdo do corante ligado fracamente a superficie
micelial (SINGH, 2006; WANG & HU,2008).

Aradujo et al., (2013) em seu experimento, compararam duas espécies de Aspergillus, sendo
elas: Aspergillus terreus e Aspergillus sclerotium, obtendo resultados satisfatérios quanto a
descoloracdo do corante indigo Carmim, onde A. terreus descoloriu em 100% do corante e A.
sclerotium em 86,8%. Ao final dos 10 dias de experimento, ambos reduziram a cor em 100%, e A.
terreus se mostrou mais eficiente, tendo apresentado um o6timo desempenho nas primeiras 120

horas.

Silva et al. (2015) estudaram o processo de descoloracdo do corante indigo Carmim
presente em efluente téxtil sob influéncia de nitrogénio amoniacal com reatores, utilizando o fungo
Aspergillus niger AN 400, obtendo resultados em 2 etapas, cujo tempo de estudo foi de 86 dias. Na
etapa 1, a remoc¢do maxima foi de 97% e a minima foi de 3%, porém, nesta etapa, a remocao do
corante ndo foi satisfatoria, pois a suplementacdo do meio com compostos nitrogenados inibiu a
assimilacdo do corante pelos fungos. J& na etapa 2, a retirada da fonte externa de nitrogénio
favoreceu a producdo enzimatica dos fungos e apresentou a remo¢do maxima do corante em 97% e

minima de 69%.

Segundo Oliveira et al. (2010), as condic¢des de cultivo das culturas fungicas podem afetar
0 metabolismo e a fisiologia do microrganismo, ativando suas enzimas. Pode ocorrer que o nivel de
descoloracdo para um microrganismo que se encontra em condicdo estatica, possa ser diferente de
outro sob condigdo de agitacdo. Uma comparacdo com diversos corantes apresentou diferentes
percentagens de descoloragdo e foi concluido que pequenas diferencas estruturais podem afetar o

grau de descoloracéo.
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TOXICIDADE

O objetivo do teste de toxicidade foi observar se o fungo, ao utilizar o corante como fonte
de nutriente, estaria produzindo algum metabolito intermediario toxico e com isto causando

mutagenicidade da bactéria estudada.

Por ser Lac- a Escherichia coli (bactéria-teste) ndo utilizaria a lactose presente no meio,
caso sofresse mutagdo por algum agente presente no meio essa bactéria poderia consumir a lactose
formando um halo. Apds a realizacdo do teste, observou-se pelo Teste de Recombinacao (Zdraveski

et al., 2000), que as amostras estudadas nao apresentaram toxicidade.

Dos 04 blocos de gelose perfurados, apenas o bloco com a Ciprofloxacina (controle

positivo) apresentou mutagenicidade.

N&o foram encontrados estudos semelhantes, quanto a avaliacdo da toxicidade do meio
utilizando bactérias, apenas por meio da fitoremediacdo, ou seja, tratamento bioldgico que usam

plantas e raizes.

Estudos feitos por Ribeiro (2013) avaliaram que as sementes de Lactuca sativa, por serem
pequenas em tamanho e massa e apresentarem uma baixa quantidade de endosperma disponivel
(mecanismo de resisténcia da germinacdo em condi¢fes ambientais adversas), resultaram numa
variacdo na taxa de germinacéo na presenca de corante RBBR, depois de tratado, onde a taxa foi de

96,67%, ou seja, 0 ambiente ndo estava toxico e ndo interferiu no crescimento da planta.

Segundo Palacio (2009), a toxicidade de um produto degradado com sementes de alface,
permitiu observar que nenhuma semente germinou. Entdo, constatou-se um alto nivel de toxicidade
do meio. Quanto & avaliacdo da toxicidade no crescimento da raiz e radicula da planta, foi possivel
observar baixos niveis de toxicidade, pois ndo foram suficientes para inibir a germinacédo, porém

retardaram ou inibiram o crescimento da raiz e radicula.
CONCLUSAO

Pode-se concluir que, entre as duas espécies de fungos filamentosos selecionados, o fungo
que se mostrou mais eficaz para descolorir o meio misturado com o corante Azul Algodéo
Lactofenol, foi o Penicillium F2 em ambas as condigdes, apresentando valores de 70% de

descoloracéo do corante.

A andlise da toxicidade buscou averiguar a eficacia do tratamento em relacdo ao grau de
toxicidade do meio misturado ao corante frente as duas espécies de fungos escolhidas, e ambos nédo

se apresentaram toxicos; isto mostra que, mesmo com o Penicillium F4 apresentando dessorcao, o
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tratamento trouxe resultados satisfatérios para ambos os fungos, pois apenas a Ciprofloxacina

(controle positivo) apresentou mutagenicidade.

Dentre esses parametros e outros que poderdo ser estudados, mostra-se que a
biorremediacdo € um processo de grande importancia para 0 meio ambiente, pois abre caminhos
mais acessiveis de tratamento habil para remediar ambientes contaminados, utilizando-se a propria

natureza a favor do ser humano, proporcionando equilibrio ao ecossistema.
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