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RESUMO

Microrganismos foram isolados de areia fendlica resultante de atividades
metaldrgicas, utilizando meio minimo para fungos e pentaclorofenol (PCF) como
Unica fonte de carbono. Apds quatro repiques sucessivos em intervalos de 15
dias de incubacéo, as culturas foram plaqueadas em meio de Martin. Trés géneros
de fungos foram isolados e identificados como Acremonium sp., Paecilomyces sp.
e Penicillium sp. Estes foram testados para degradar os corantes indigo e RBBR
(Azul Brilhante de Remazol - R) e o organoclorado PCF. A descoloracéo do indigo
foi de 99%, para Paecilomyces e Penicillium, e de 74%, para Acremonium, e a de
RBBR foi de 16%, para Penicillium; 14%, para Acremonium, e 5%, para
Paecilomyces. Usando azul de bromotimol como indicador de degradacéo de PCF,
foram obtidos 24% de descoloracéo para Acremonium; 22%, para Penicillium, e
17%, para Paecilomyces. Utilizando cromatografia gasosa, detectou-se degradacéo
de PCF de 69%, para Penicillium; 65%, para Paecilomyces, e 40% para Acremonium,
respectivamente. Os resultados mostraram que foi possivel isolar microrganismos
de umaareia de fundicao, altamente contaminada com fenadis, e os fungos isolados
foram capazes de degradar PCF e outros xenobioticos testados.

Termos de indexacéo: biorremediacao, selecdo, pentaclorofenol, RBBR, indigo.

SUMMARY: DEGRADATION OF XENOBIOTICS BY FILAMENTOUS FUNGI
ISOLATED FROM PHENOLIC SANDS

Microorganisms were isolated from phenolic sands resulting from metallurgic activities,
using Minimal Medium for fungi containing pentachlorophenol (PCP) as the only carbon
source. After four successive subcultures every 15 incubation days, the final culture was
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plated on Martin Medium Agar. Three different fungi were isolated and subsequently
identified as Acremonium sp., Paecilomyces sp. and Penicillium sp.; which were tested for
their ability to degrade: PCP, indigo dye and Remazol Brilliant Blue R (RBBR). The
decolouration of indigo dye was 99% for Paecilomyces and Penicillium and 74% for
Acremonium. The decolouration of RBBR was 16% for Penicillium, 14% for Acremonium
and 5% for Paecilomyces. Using bromothymol blue as indicator of PCP degradation, 24%
decolouration was obtained for Acremonium, 22% for Penicillium and 17% for Paecilomyces.
Degradation of PCP measured by gas chromatography was 69% by Penicillium, 65% by
Paecilomyces and 40% by Acremonium. The results indicated that filamentous fungi could
be isolated from a highly phenol-contamined area, and that these fungi were also able to
degrade PCP and other xenobiotic compounds tested.

Index terms: bioremediationm screening, RBBR, indigo, biodegradation, pentachlophenol.

INTRODUCAO

A descontaminacdo do ambiente, utilizando a
habilidade natural dos organismos em mineralizar,
transformar ou até mesmo combinar compostos
poluentes com outras moléculas, é conhecida como
biorremediacéo. Quando se utilizam microrganismos,
seu isolamento e caracterizacdo sdo pré-requisitos
importantes para melhor conhecimento e otimizagao
do processo.

Dentre os compostos poluentes, destacam-se 0s
clorofenois que foram, ao longo da histdria, um dos
principais compostos quimicos industrializados,
sendo hoje detectados em solos, sedimentos, aguas e
alimentos, apresentando grande toxidez e poder de
bioacumulag&o nos niveis troficos superiores, aléem
de serem recalcitrantes (Crosby, 1981; Paasavirta et
al., 1985). Apesar de o pentaclorofenol (PCF) ser
potente fungicida e bactericida, sua biodegradacéo
pode ocorrer no ambiente ou em laboratério, sendo
promovida por diversos grupos de microrganismos,
aerobios ou anaerébios. Diversos fungos e bactérias
que crescem com PCF como Unica fonte de carbono
tém sido isolados (Silva, 1999).

A pré-exposicao de solos a um composto quimico
poluente ou a composto quimicamente semelhante
pode influenciar a velocidade de degradacéo deste
composto, pela indugdo de enzimas especificas dos
microrganismos presentes ou pelo aumento da
populacéo degradadora (Racke, 1990). Esse processo
tem sido chamado de adaptacéo, o qual pode ser
resultado de mudancas genéticas, fisiolégicas ou
ecoldgicas da comunidade microbiana. A adaptacéo
microbiana a pesticidas é bastante evidente em solos
que receberam repetidas aplicacGes de pesticidas
(Racke, 1990). Tal adaptacéo foi também comprovada
para compostos fendlicos em solos contaminados por
produtos quimicos industriais, onde uma linhagem
de Penicillium foi isolada, podendo influir na
velocidade de remocéo desses contaminantes por
meio da indug¢ao de enzimas especificas, do aumento
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de certas comunidades ou mesmo pela mudanca de
populacdes microbianas ali presentes (Hofrichter et
al., 1993).

Dentre os métodos de triagem para encontrar
microrganismos com capacidade de degradar
compostos de interesse, 0 método do enriquecimento
€ um dos mais recomendados (Cook et al., 1983; Melo
& Azevedo, 1997), o qual, usualmente, utiliza o
composto a ser degradado como fonte de um nutriente
essencial em meio de cultura definido. Para isolamento
de culturas degradadoras de organoclorados, podem-
se utilizar também indicadores &cido-base, como azul
de bromotimol, eosina ou azul de metileno, os quais,
guando incorporados ao meio, formam halo ou
mudanca de cor decorrente da liberacdo de ions
cloreto.

A utilizagdo de corantes poliméricos (por ex., Azul
Brilhante de Remazol -R (RBBR)) como método de
triagem, seja para identificar atividade lignolitica,
seja para avaliar a capacidade em degradar
xenobidticos, oferece uma série de vantagens, pois
permite o desenvolvimento de métodos espectrofoto-
métricos simples, rapidos e quantitativos. Além disso,
apresentam baixa toxidez para 0os microrganismos
e sua natureza polimérica assegura que sua
degradacéo, pelo menos nas etapas iniciais, ocorra
extracelularmente (Glenn & Gold, 1983).

O presente estudo teve como objetivos isolar fungos
filamentosos de uma &rea altamente contaminada
com compostos fendlicos, por meio do método de
enriguecimento, e testar a capacidade desses
microrganismos em degradar um composto derivado
do fenol (PCF) e outros altamente complexos e
poliméricos, como os corantes RBBR e indigo.

MATERIAL E METODOS

Amostras de 3 kg de areia fendlica residuaria de
metalUrgicas que utilizam resinas fenodlicas no
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processo de fundicdo foram coletadas na regido de
Campinas (SP), préximo ao distrito de Souzas, em
uma area de descarte de residuos. Amostras foram
secas ao ar, o suficiente para serem peneiradas em
malha de 2 mm, sendo entdo homogeneizadas em
sacos de polietileno. O teor de umidade foi
determinado em 10 g, em trés repeticbes, por
secagem em estufa (105°C, 24 h). O numero de
microrganismos foi determinado pela técnica de
diluicdo e plagueamento em meios especificos a
fungos (Martin, 1950), actinomicetos (peptona) e
bactérias (Nutriente agar).

Nos diversos testes de degradagao, foram
utilizados: meio minimo (MM), conforme Pontecorvo
et al. (1953); MM modificado, acrescentando
nutriente e reduzindo a glicose a 0,2 %; MMB:
acrescentaram-se 18 g de bagaco de cana triturado;
MMC: acrescentou-se o corante téxtil indigo; MMR:
acrescentou-se o corante RBBR (Sigma) a 0,02%;
MMI: acrescentaram-se extrato de levedura a 0,05%,
PCF a4 mg L-1 e azul de bromotimol a 0,02%; MMP:
acrescentaram-se extrato de levedura a 0,05% e PCF
em quantidades equivalentes a concentracédo final
desejada no meio, conforme Stanlake & Finn (1982).
Foram preparados 10 mL de uma solugdo estoque,
utilizando 0,4 g de PCF: 2, 3, 4, 5, 6 -pentaclorofenol
(Merck - 98% de pureza) em NaOH (0,2 mol L1).

Para o isolamento de fungos, 100 g de areia-
fendlica seca foram colocados em frasco Erlenmeyer
com capacidade de 2 L, contendo 900 mL de solucéo
salina (0,89% v/v). Agitou-se mecanicamente por
10 min. Apds repouso, durante 15 min, fez-se uma
filtragem, desprezando-se os 200 mL iniciais
(IBAMA, 1990). O filtrado foi centrifugado
(centrifuga Bekman J2-HS) a 4.000 G e 8°C por
15 min, sendo o precipitado lavado com solugéo
salina e ressuspendido em 11 mL da mesma solucéo
e novamente centrifugado e ressuspendido. Desta
suspensdo, foi retirado 1 mL, para inocular frascos
Erlenmeyer de 125 mL (tréplica) com 50 mL de meio
MMP com PCF a 2 mg L-1. Os frascos foram
incubados em agitador (New Brunswick Sc. Co. Inc.)
a 150 rpm, no escuro, a 29°C. Foram realizados
guatro repiques sucessivos, em intervalo de 15 dias,
de 1 mL para frascos novos que continham meio
MMP com PCF (2 mg L-1). A seguir, ap6s cada 15 dias
de incubagao, a partir do ultimo repique, aumentou-
se a concentracdo de PCF até 80 mg L-1, observando-
se crescimento nas concentracdes de 4, 20 e 40 mg L-L.
Transferiu-se 0,1 mL do dltimo repique para placas
de Petri com meio de Martin que continha 4 mg L-!
de PCF, para o isolamento dos fungos, sendo as placas
incubadas em estufa incubadora (BOD) a 29°C.

O inéculo para a manutengdo das culturas e
realizacdo dos testes de degradacé&o constituiu-se de
discos contendo micélio, esporos e meio de cultura,
retirados com um cortador de metal de 5 mm de
didmetro das bordas das colénias desenvolvidas em
meio de Martin, durante 7 dias.

671

A biomassa fungica formada foi determinada por
meio da filtragem da cultura em sistema de vacuo,
utilizando papel de filtro (Whatman n° 1) previamente
pesado. O filtrado e o filtro foram secos por 2 h em
estufa a 105°C.

Para o teste de degradacdo do corante indigo,
frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio
MMC foram inoculados em tréplica e incubados
juntamente com os controles, ndo inoculados, em
agitador com temperatura controlada a 150 rpm e
29°C, no escuro. Apds sete dias de incubacéo, foram
realizadas medidas de biomassa e descoloragéo por
espectrofotometria a 580 nm, como recomendado por
Balan (1998).

A degradacédo do corante polimérico RBBR foi
testada, utilizando inéculos preparados em MMB
gue continham bagaco de cana como fonte de carbono
(lignina e hemicelulose), para ativar o sistema
lignolitico. Frascos Erlenmeyer de 125 mL com
25 mL de meio MMR foram incubados, em tréplica,
em agitador a 150 rpm e 29°C, no escuro. Apos
sete dias de incubacéo, foram efetuadas medidas de
biomassa e de absorvancia a 595 nm (Glenn & Gold,
1983).

A degradacédo do PCF foi avaliada por dois
métodos: pelo método descrito por Saber & Crawford
(1985), utilizando azul de bromotimol como indicador
de pH, e por cromatografia gasosa, medindo sua
dissipagdo. O primeiro baseia-se nha mudanca de
coloragdo do meio de azul esverdeado para amarelo
devido a liberacéo de ions cloreto do anel fenélico do
PCF. Frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de
meio MMI com 5 mg L-1 de PCF foram inoculados e,
em seguida, vedados com filme plastico, evitando-
se, assim, a perda de compostos volateis. O mesmo
foi feito para os controles, sem inoculo. Apos sete dias
de incubagéo a 29°C, foram determinados a alteracéo
dacor (visual); pH; absorvancia por espectrofotometria
(318 nm) e biomassa formada.

Para o outro método de degradacdo do PCF,
utilizou-se 1 mL de cultura crescida em meio de
Martin com 4 mg L-1 de PCF como in6culo de frascos
Erlenmeyer de 125 mL (tréplica), que continham
25 mL de meio MMP com 4 mg L-1 de PCF. Estes
foram incubados em agitador com temperatura
controlada, a 150 rpm e 29°C, no escuro. Apos 20 dias,
adicionaram-se 40 pL de H,SO, concentrado para
estacionar o crescimento e lisar as células. A extracéo
do PCF foi realizada pelo método em fase sélida
(Liskaetal., 1989), utilizando colunas C18 (Alltech,
USA) de 6 mL preenchidas com 500 mg de
adsorvente. O extrato foi previamente derivatizado
por metilacéo (Airoldi, 1997). A determinagéo do PCF
foi realizada no Instituto de Quimica de Sao Carlos/
USP, em cromatégrafo a gas Hewlett Packard 5890
série I, equipado com detector de captura de elétrons
(ECD/€3Ni) e injetor “split”. As condig¢des de operagdo
foram: coluna SP2330 (90% bis-cianopropil / 10% fenil
cianopropil polissiloxano), com dimensdes de
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30 m x 0,25 mm x 0,20 um; temperatura do injetor:
280°C; temperatura do detector: 300°C; gas de arraste:
H,, 1 mL min-1; programagcéo de temperatura: 160-
230°C (1°C min-1); razdo de “split” 1:15; volume
injetado: 1 pL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microrganismos do residuo areia fenolica
revelaram conter em termos de unidade formadora
de colbnia por grama de solo: 1,5 x 108, para
bactérias; 5 x 102, para actnomicetos, e 7 x 102, para
fungos, sendo, portanto, um residuo rico em
microrganismos resistentes a compostos fendlicos.

Os quatro repigues sucessivos em meio MM
contendo 4 mg L-1 de PCF como Unica fonte de
carbono permitiram o isolamento de trés linhagens
de fungos. Posteriormente, os isolados foram
identificados, no Instituto de Botanica de S&o Paulo,
como sendo: Acremonium sp, Paecilomyces sp e
Penicillium sp.

Fungos filamentosos, pertencentes aos géneros
Mucor, Paecilomyces, Demamatium, Monila,
Homodendrum, Geotrichum e Alternaria com
capacidade de degradar fenois, foram também
isolados de areia fenolica de fundicéo por Teixeira
(1993).

Pesquisas com degradacéo de poluentes industriais
indicaram que o crescimento dos microrganismos
degradadores em condig¢des limitantes de nutrientes
organicos modula a resposta adaptativa (Racke,
1990). Dessa forma, os testes de degradacéo de
compostos xenobidticos foram realizados com
reducao de 10% da fonte de carbono do meio.

Os fungos Paecilomyces sp. e Penicillium sp.
conseguiram descolorir, significativamente, o corante
indigo (99% com relagdo ao controle). Acremonium
sp. também reduziu significativamente o corante
(74%) (Quadro 1).
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Apesar de RBBR apresentar uma estrutura
molecular complexa, os fungos mostraram-se
capazes de degradar (descolorir) este corante
(Quadro 1). Paecilomyces foi 0 que apresentou a
menor percentagem (4,75%) de descoloragédo, seguido
por Acremonium (14%) e Penicillium (16%).

Comparando os resultados de biomassa formada
para os trés fungos, percebe-se que ndo ha toxidez
dos corantes indigo ou RBBR. Para que a degradacéo
ocorra, além de apresentar uma quantidade de
biomassa satisfatdria, € necessario que o fungo
apresente um sistema enzimatico capaz de degradar
0 composto. O corante RBBR ¢é também utilizado
para quantificar enzimas ligninoliticas (Glenn &
Gold; 1983) e poluentes orgéanicos (Field et al., 1993).
A degradacao desses dois corantes, embora
pertencam a classes diferentes (antraquinona e
indigo), ocorre por meio das enzimas fenol-oxidases
(peroxidases, tirosinases e lacases). Essas enzimas
sdo, em sua maioria, extracelulares e produzidas
durante o metabolismo secundério, sendo induzidas
pelo substrato (Glenn & Gold, 1983). Hoje, sabe-se
gue as lacases s&o as principais enzimas
responséveis pela degradacédo do corante indigo
(Wong & Yu, 1999).

Pasti-Grigsby et al. (1992) relataram que nao s6
a variacdo na complexidade da estrutura de varios
corantes e a sua concentracao influenciam a
capacidade de degradacao, mas também que alguns
corantes podem ser adsorvidos a massa micelial. Os
resultados de estudos com basidiomicetos por
Dietrich et al. (1995) mostraram que o0 primeiro passo
para a biodegradacdo somente ocorre quando
substrato e sitios reativos entram em contato, sendo
0 corante primeiramente adsorvido as hifas para
depois ocorrer a degradacéo.

No presente estudo, parte dos corantes foi
prontamente retirada do meio de cultura, ficando
aderida ao micélio. Entéo, foi realizado um teste,
utilizando o corante no meio n&o inoculado e com
in6culo morto por esterilizacdo em autoclave. Em

Quadro 1. Absorvancia, percentagem de descoloragdo dos corantes indigo e RBBR em MMC e MMR,
respectivamente, e biomassa (+ desvio-padrao), apos sete dias de incubacdo a 29°C sob agitacao

Fungo Absorvéancia Descoloracao Biomassa Absorvéancia Descoloracao Biomassa
580 nm (%) Indigo mg 595 nm (%) RBBR mg
Paecilomyces sp 0,031 a 99,70 36,2+0,9 1,751 b 4,75 33,9+0,4
Penicillium sp 0,048 a 99,11 44,9 £ 0,5 1,539 a 16,28 35,7 £ 0,6
Acremonium sp 0,750 b 74,52 36,8 £0,2 1,583 a 13,88 35,8 +0,7
CT® 3,010 ¢ - - 2,060 c - -

Os valores representam a média de trés repeticoes. Valores de absorvancia com mesmo expoente nédo diferem entre si pelo teste de

Tuckey (P < 0,05).
@ Meio sem inéculo, diluido 10x para leitura.
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ambos os casos, 0 corante permaneceu no meio,
mostrando que o desaparecimento ndo foi devido
somente a adsorcdo ao micélio, mas também a agao
metabdlica dos fungos.

Por indicacéo do azul de bromotimol, os resultados
evidenciaram a potencialidade dos trés fungos isolados
em degradar o PCF, umavez que todos alteraram a cor
do meio de azul esverdeado para amarelo, consideran-
do a liberacé&o de ions CI" no meio (Quadro 2).

Como estes fungos foram isolados em meio que
continha PCF como Unica fonte de carbono, ja eram
esperados um bom crescimento e a presenca de
degradacéo, sendo, portanto, esta relacionada com a
biomassa formada.

Utilizando a cromatografia gasosa (CG), calculou-
se a concentracdo do controle, comparando as areas
do pico apresentadas no controle e no padrdo. O
padréo apresentou para 5 mg L-1 um pico com area
667.823, equivalente a 100%. Os valores para 0s
tratamentos foram calculados pela comparacéo das
areas obtidas em cada pico para cada tratamento,
com a area 585.143 equivalente a 4,38 mg L-! do
controle correspondendo a 100% (Quadro 3).
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Penicillium apresentou percentagem de
degradacédo do PCF por volta de 70%, seguido por
Paecilomyces (64%), ndo diferindo estas taxas
estatisticamente. Ja o fungo Acremonium apresentou
amenor percentagem (40%) de degradac¢ao (Quadro 3),
tendo sido todos os tratamentos significativamente
diferentes em relagdo ao controle. Uma vez que PCF
foi utilizado como fonte de carbono para obtencéo
de energia e biomassa, a capacidade dos fungos de
degrada-lo foi demonstrada. Os dois testes de
degradacédo de PCF nado foram comparaveis, visto
ser o azul de bromotimol qualitativo e CG
guantitativo. Houve também diferenga entre a
composicdo do meio de cultura e tempo de incu-
bacéao.

CONCLUSAO

1. E possivel isolar fungos filamentosos de areias
fenodlicas, com potencial em degradar compostos
xenobioticos, como PCF e os corantes indigo e RBBR.

Quadro 2. Descoloracéo do PCF por indicagao do azul de bromotimol e biomassa (+ desvio-padrao), apos

sete dias de incubacgéo a 30°C

Fungo Cor pH Absorvancia Descoloracao Biomassa
318 nm % mg
Paecilomyces sp. + 6,8 1,226 16,72 35,76 (+ 0,66)
Penicillium sp. + 6,7 1,145 22,06 43,50 (£ 0,4)
Acremonium sp. + 6,8 1,113 24,32 54,98 (= 0,86)
CT® - 7,0 1,430 -

@ meio sem in6culo, diluido 10x para leitura. Os valores representam a média de trés repeticdes; (+) amarelo; (-) azul.

Quadro 3. Média das areas dos picos formados; per-
centagem de degradacéo do PCF e concen-
tracdo de PCF restante no meio, apos 20 dias de
incubacao sob agitacéo, no escuro a 30°C

Fungo Area Degradacdo PCF

% mg L1

Paecilomyces sp. 202.932 a 64,4 1,56
Penicillium sp. 179.895 a 69,2 1,35
Acremonium sp. 349.188 b 40,4 2,61
CT® 585.143 ¢ - 4,38
Padrdo PCF 667.823 - 5,00

@ Meio sem inéculo. Areas com mesmo expoente nado diferem
estatisticamente (P < 0,05) pelo teste t.
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