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Resumo

Os problemas associados a industria téxtil provém especialmente da utilizagdo de corantes,
visto que a maioria ¢ recalcitrante e alguns apresentam carater mutagénico e carcinogénico.
Agéncias reguladoras relacionadas a satde publica, incluindo a Vigilancia Sanitaria, devem
atuar conjuntamente com outros segmentos voltados a saude ambiental no intuito de reduzir
ou eliminar os riscos provenientes deste setor. Deste modo vem sendo investigada a
capacidade de fungos de descolorir e detoxificar diferentes tipos de corantes téxteis. Amostras
de sedimentos de cinco igarapés na regido de Manaus (AM) foram coletados com intuito de
isolar fungos com capacidade de descolorir eficientemente os corantes Vermelho Reativo 198
(V198) e Azul Reativo 21 (A21). Os fungos isolados foram testados juntamente com fungos
da Colecdo de Microrganismos de Referéncia do INCQS, aqueles eficientes na descoloragao
foram avaliados na presenga de outro corante, Azul Reativo 214 (A214) e da mistura dos 3
corantes (MXC). Os tratamentos foram avaliados toxicologicamente utilizando os ensaios
ecotoxicologico com o microcrusticeo Daphnia pulex, de genotoxicidade com células
sanguineas (Ensaio Cometa) e de mutagenicidade com a bactéria Salmonella typhimurium
(Teste de Ames). Os isolados de Manaus nao foram considerados eficientes na descoloragao,
pois adsorveram o corante, ao contrario dos fungos da Cole¢do do INCQS, Penicillium
simplicissimum INCQS 40211, e do fungo de referéncia Lentinula edodes INCQS 40220.
Ambos apresentaram descoloracdo completa de V198, A21, A214 e MXC. L. edodes reduziu
93% da toxicidade de V198 e 95% de A21 no teste com as daphnias e 60% da genotoxicidade
da mistura MXC, entretanto em outros experimentos avaliados pelos testes com as daphnias e
bactérias (Teste de Ames) houve aumento da toxicidade. P. simplicissimum foi capaz de
reduzir 87% da toxicidade do corante V198 e 94% de A21, mas aumentou a toxicidade de
A214 e de MXC com as daphnias. Nao foi detectada genotoxicidade nos tratamentos por este
fungo, contudo com as bactérias todos os tratamentos foram citotéxicos e alguns também
foram mutagénicos. Portanto, os fungos selecionados sao eficientes na descoloracdo dos
corantes, no entanto os resultados de toxicidade demonstram a grande importincia e
necessidade da realizagdo ensaios toxicoldgicos associados aos estudos de descoloragdo para

garantir menores riscos ao ambiente e a saude da populagdo.
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Abstract




Abstract

The problems associated with the textile industry are especially due to the use of dyes, since
the majority is recalcitrant and some of them might be mutagenic and carcinogenic.
Regulatory agencies related to public health, including the Health Surveillance, must act
jointly with other segments regarding environmental health in order to reduce or eliminate the
risks from this sector. Thus the ability of fungi to decolorize and reduce the toxicity of
different types of textile dyes have been investigated. Sediment samples of five igarapés of
Manaus region — (AM) were collected in order to isolate fungi able to efficiently decolorize
Reactive Red 198 (V198) and Reactive Blue 21 (A21). The fungal isolates were tested
simultaneously with fungi from the Reference Collection of Microorganisms of INCQS. The
fungi that efficiently decolorized the dyes were evaluated in the presence of another dye,
Reactive Blue 214 (A214), and a mixture of the 3 dyes (MXC). The treatments were
toxicologically evaluated using ecotoxicological test with the microcrustacean Daphnia pulex,
genotoxicity test with blood cells (SGE — Assay Comet) and mutagenicity test with the
bacteria Salmonella typhimurium (Ames Test). None of the fungi isolated from Manaus was
efficient on decolorization without adsorbing the dye, differently of the fungi from the Culture
Collection, Penicillium simplicissimum (INCQS 40211) and Lentinula edodes (INCQS
40220). Both showed complete decolorization of V198, A21, A214 and MXC. L. edodes
reduced 93% of the toxicity of V198 and 95% of A21 with daphnia test and 60% of the
genotoxicity the mixture MXC, however in other experiments evaluated by tests with daphnia
and bacteria (Ames Test) the toxicity increased. P. simplicissimum reduced 87% of the
toxicity of V198 and 94% of A21, but increased the toxicity of A214 and MXC with the
daphnias. Genotoxicity was not detected in the treatments by this fungus, however with the
bacteria all the treatments were cytotoxic and some of them also were mutagenic. Therefore,
the fungi selected were efficient on dye decolorization, nevertheless the toxicological results
demonstrated the great importance and need of decolorization studies to be associated with

toxicological tests to ensure risks reduced risks to the environment and the population health.
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1. INTRODUCAO

1.1. Saude e ambiente

As civilizagdes humanas sempre provocaram modificagdes no ambiente, e com o
surgimento das grandes cidades e das diversas formas de poluicao resultantes da moderna
sociedade industrial houve um aumento do impacto sobre o ambiente e, conseqiientemente,
sobre a satde, sendo assim os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais criticos e

freqlientes causando alteracdes na qualidade do solo, ar e 4gua (KUNZ et al., 2002).

A Revolucao Industrial trouxe um acelerado crescimento da producao, do mercado e
do consumo, fazendo emergir novas configuragdes sociais € novos desafios para o setor de
saude. Deste modo, o mundo industrializado trouxe mais riscos e perigos a saide ambiental e
humana, assim como de suas futuras geragdes, ampliando-se gradativamente o escopo da
protecao da saude em decorréncia da introducdo de novos padrdes na produgdo envolvendo
agentes radioldgicos, quimicos e biologicos, ameagando a seguranca sanitaria (COSTA,

2001).

Ag0es promocionais e preventivas no ambito da satide ocupam lugar de destaque apos
a identificagdo dos fatores determinantes dos agravos que acometem as populagdes ao longo
do tempo. A partir das observacdes empiricas a respeito da ocorréncia de doengas, as
comunidades antigas foram estabelecendo leis e regulamentos acerca de muitos aspectos da

vida comunitaria, visando a protecao da saude publica (LUCCHESE, 2001a).

A vigilancia sanitaria (VISA) originou-se no Brasil entre os séculos XVIII e XIX, com
o surgimento da nogao de “policia sanitaria”, que tinha como fun¢ao regulamentar o exercicio
da profissdo e combater o charlatanismo. Exercia ainda o saneamento da cidade, através de
fiscalizagcdo de embarcagdes, cemitérios e de comércio de alimentos com o objetivo de evitar

a propagac¢ao das doencas (LUCCHESE, 2001a; EDUARDO & MIRANDA, 2006).

A Constitui¢ao Federal de 1988 propds, considerando as novas percepgdes sobre a
satde publica, defini-la como direito social e instituiu o Sistema Unico de Satde (SUS) como
meio de concretizar esse direito. O artigo 200 da Constituicdo Federal estabelece como
competéncia do SUS controlar e fiscalizar procedimentos, produtos e substancias de interesse

para a saude (BRASIL, 1988).

Para regulamentar a estrutura e o funcionamento do SUS, foi aprovada a Lei Organica
da Saiade n° 8.080 de 1990, que definiu a funcdo da VISA como um conjunto de agdes

capazes de prevenir, diminuir ou eliminar riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
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decorrentes do ambiente, da producdo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de
interesse a saude (BRASIL, 1990). Esta legislacdo permite que se perceba e analise a VISA
sob o ponto de vista de um espago de interven¢ao do Estado, com a prioridade de trabalhar no
sentido de adequar o sistema produtivo de bens e servicos de interesse sanitario, € os
ambientes, as demandas sociais de satde, para os individuos e para a coletividade, e as
necessidades do sistema de saude (LUCCHESE, 2001b). Portanto, ¢ de responsabilidade da
VISA, respeitada a legislagdo em vigor, regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e

servicos que envolvam risco a saude publica (BRASIL, 1999).

Para que seja efetiva a prevencao, diminui¢ao ou eliminacdo dos riscos € necessario
que se conhegam as possiveis causas das doengas e os mecanismos pelos quais os individuos
estdo expostos. O conhecimento sobre os riscos pode levar a um processo de recomendacao
de acdes sanitarias que preveé medidas e atividades fundadas cientificamente para a prevencao

de doencas (TAMBELLINI & CAMARA, 2002).

No Brasil vem crescendo entre os profissionais da area de saide coletiva o
conhecimento sobre a relagdo entre a categoria ambiente e o padrdo de saude/doencas das
populagdes. A area de saude coletiva incorporou a satide ambiental entre suas questdes
prioritarias, coincidindo com uma maior preocupagao nos meios académicos com problemas
de saude relacionados ao ambiente, além do crescimento € maior visibilidade dos movimentos

ecologicos (TAMBELLINI & CAMARA, 2002).

Deste modo, para vincular a saude a ecologia ¢ preciso articular suas relagdes com a
producdo e a tecnologia, identificando as situagdes de risco que antecedem os efeitos
considerados adversos a saide (AUGUSTO, 2005), pois este conhecimento pode levar a um
processo de recomendacdo de agdes sanitarias que prevé medidas e atividades fundadas

cientificamente para a prevencio de doengas (TAMBELLINI & CAMARA, 2002).

2.2. Industria téxtil

A industria téxtil, um importante setor dentro da economia brasileira, constitui uma
atividade tradicional e apresenta alto potencial poluidor. A partir de seus processos sao
gerados efluentes liquidos, constituidos por uma mistura complexa de compostos coloridos e
toxicos, incluindo compostos cancerigenos, assim como emissdes gasosas € residuos solidos

(ROBINSON et al., 2001a).

No Brasil as primeiras industrias téxteis foram implantadas no ano de 1850 e foi pega
fundamental na estratégia de desenvolvimento da politica industrial brasileira, uma vez que

foi através dela que o Brasil iniciou seu processo de industrializagcdo (HASSEMER & SENS,
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2002; MELO, 2005). Hoje o Brasil ¢ importante produtor de artigos téxteis, ocupando a
sétima posi¢do na producdo de fios e tecidos planos e a terceira na produgdo de malha. No
entanto, no comércio internacional sua participagdo ainda € pequena, estando apenas entre os
20 maiores comerciantes de té€xteis no mundo. O consumo per capita de téxteis no Brasil
cresceu de 8,3 kg/habitante em 1990 para 9,5 kg/habitante em 1999 — crescimento acumulado
superior ao da populagdo, embora ainda seja considerado um nivel baixo em relagdo ao

consumo médio dos maiores mercados mundiais (LIMA, 2004).

O setor na década passada era constituido por aproximadamente 5.000 empresas
espalhadas pelo Pais, das quais apenas 11% eram consideradas de grande porte e 21% de
pequeno e médio porte. As microempresas atingiam 68% do total e representavam a grande
maioria do setor (VIEIRA, 1995). Cerca de 75% das industrias estavam localizados na regido
sul (Santa Catarina), sudeste (S3o Paulo e Minas Gerais) e nordeste (Pernambuco, Bahia e

Ceard) (GUARATINI & ZANONI, 2000).

Durante o processamento na industria téxtil ha consumo de significativa soma de 4gua,
energia e produtos quimicos, sendo que o principal problema no efluente téxtil esta na
presenca de corantes liberados, pois mesmo utilizando-se corantes de elevada capacidade de
fixagdo, como o do tipo azo que sdo utilizados em 60 a 70% de todos os artigos téxteis
produzidos (VANDEVIVERE et al., 1998), admite-se que, em média, 10-15% de toda a carga
de corantes utilizada em operagdes de tingimento ¢ perdida nos efluentes industriais e

eventualmente lancados no ambiente (SINGH, 2006).

A concentragdo dos corantes do tipo azo ¢ menor do que muitos outros quimicos
encontrados nos efluentes, mas sua cor ¢ visivel em baixas concentragdes, tornando este
poluente um problema em potencial para o ambiente (HASSAMER & SENS, 2002), pois
impede a entrada de luz na agua, o que resulta a diminuicdo da fotossintese e

consequentemente a oxigenagao da dgua causando a morte de diversos organismos.

Segundo a Resolucdo do CONAMA n° 357/05 os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua apos o
devido tratamento, e o efluente nao devera causar ou possuir potencial que resulte em efeitos

tOX1COsS.

Seguindo uma tendéncia mundial, as industrias de corantes e téxteis no Brasil tém
dedicado esforgos para atender as regras de protecdo ambiental, entretanto grande
porcentagem destas industrias sao pequenas empresas, dificultando a atividade de fiscalizagao

(GUARATINI & ZANONI, 2000). Assim, existe a necessidade da unido de diferentes 6érgaos
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de fiscalizacao relacionados a saude publica, incluindo a Vigilancia Sanitaria, ¢ a saude

ambiental no intuito de controlar, reduzir ou eliminar os riscos provenientes deste setor.
2.3. Corantes téxteis

Até a metade do século XIX, s6 existiam pigmentos naturais, provenientes de vegetais,
insetos, moluscos e minerais, como o anil e a cochinilha, ambos intensamente produzidos na
América Central e que “morreram de morte sintética quando, por volta de 1850, os quimicos
alemdes inventaram as anilinas e outras tintas mais baratas para tingir os tecidos”
(GALEANO, 1976, p. 139). A intensa inovagdo tecnoldgica ao redor de 1915 manteve a
Alemanha com monopolio sobre a produgdo de corante sintético até a Segunda Guerra
Mundial, ap6s este periodo a industria de corantes dos Estados Unidos se tornou a maior fonte

exportadora destes produtos (SALEM, 1995).

No Brasil, desde seu descobrimento sua historia estd relacionada a producao de
corantes. A comecar pelo nome do pais, uma vez que este ¢ proveniente da madeira “Pau-
Brasil”, fonte natural de corante avermelhado. A produgdo industrial de corantes sintéticos no
pais foi introduzida logo apds a Primeira Guerra Mundial e atualmente supre 60% de sua

demanda doméstica (GUARATINI & ZANONI, 2000; ZANONI & CARNEIRO, 2001).

Hé mais de 100.000 corantes descritos que estdao disponiveis comercialmente, com
produgdo de 7x10’ tons por ano sendo 26.500 tons somente no Brasil (NIGAM et al., 1996;
KUNZ et al., 2002).

Os corantes do tipo azo sdo constituintes de corantes reativos, que diferem de todas as
outras classes de corantes por se ligarem a fibras téxteis, tais como algoddo, através de
ligagdes covalentes que conferem grande resisténcia a degradacdo. Eles apresentam
caracteristicas favoraveis de cor brilhante, lavagem rapida, técnicas simples de aplicacdo com
baixo consumo de energia (ROBINSON et al., 200la; AKSU & DONMEZ, 2003;
HARAZONO & NAKAMURA, 2005), assim por apresentarem estas caracteristicas sao

utilizados em larga escala pelas industrias.

2.3.1. Classificacao dos corantes

Os corantes podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica, por seu uso ou
método de aplicagdo. Os quimicos na pratica adotam os termos oriundos da estrutura quimica
tais como: azo corantes, antraquinonas e ftalocianinas. Os tecnologistas utilizam os termos de
acordo com o uso ou método de aplicagdo, como corantes basicos, acidos, diretos, dispersivos

e reativos (HAO et al., 2000; HUNGER, 2003).
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O Colour Index (Cl), catalogo da Society of Dyers and Colourists ¢ publicado pela
American Association of Textile Chemists and Colorists e pela British Society of Dyers and
Colorists, contém uma lista organizada de nomes e numeros para designar os diversos tipos
de corantes onde estdo registrados mais de 8 mil corantes organicos sintéticos associados a
industria téxtil. Estes corantes podem ser (MIRSHRA & TRIPATHY, 1993; FU &
VIRARAGHAVAN, 2001):

e Anionicos: diretos, acidos e reativos;
e (CatiOnicos: basicos;

e Nao anidnicos: dispersivos.

1.3.2. Quimica dos corantes

A molécula do corante utilizada para tingimento da fibra téxtil pode ser dividida em

duas partes principais, o grupo croméforo e 0s auxocromos.

Os grupos cromoéforos atribuem coloragdo aos corpos aromadticos, estes sdo tao
importantes que freqiientemente a classificacdo de muitos corantes ¢ dada pelo principal

cromoéforo que possuem (FU & VIRARAGHAVAN, 2001; HUNGER, 2003).

A outra parte da molécula do corante ligada ao grupo cromoéforo, os auxocromos
(intensificadores de cor), sdo responsaveis pela fixacdo do corante a fibra. Estes sdo
constituidos por heterodtomos (O, N, S, CI, etc) com ao menos um par de elétrons livres,
possibilitando a interacdo destes grupos com as fibras (SHORE, 1990). De modo geral, os
corantes podem ser escritos seguindo a seguinte equagdo: Corantes = cromdforos +

auxocromos.

Os grupos de corantes mais utilizados sao:

a Azo corantes - Esta classe é a mais importante com mais de 50% de
todos os corantes comerciais e tém sido mais estudada que qualquer outra
classe. Sdo corantes produzidos, em sua maioria, a partir da reagao de
diazotacdo de uma amina primadria e se caracterizam por apresentarem um
ou mais grupos azo (-N=N-) e geralmente associados a grupos

auxocromicos (-OH ou —NH) e sistemas aromaticos (SHORE, 1990).

b Antraquinonas > Esta ¢ a 2* classe mais importante de corantes
apresentando uma larga escala de cores e inclui alguns dos mais antigos

corantes. Sao fortemente coloridos mesmo na auséncia do grupo auxocromo

(HUNGER, 2003).
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¢ Ftalocianinas > Os mais importantes cromogenos do século XX foram os
derivados das ftalocianinas, introduzidos em 1934. O termo ftalocianina foi
usado pela primeira vez por Linstead em 1933 para descrever uma classe de
corantes organicos, cujas cores variam do azul ao verde amarelado. O nome
ftalocianina ¢ originado dos termos gregos naphtha para 6leo mineral e
cyanine para azul escuro. Estes compostos sdo andlogos a duas porfirinas
naturais: a clorofila e a hemoglobina. As ftalocianinas formam complexos
com numerosos metais, € os complexos com cobre sdo os mais comuns

(HUNGER, 2003).

1.3.3. Toxicidade dos corantes

A avaliagdo e o conhecimento das propriedades quimicas, fisicas, ecologicas e
toxicoldgicas de corantes sdo essenciais para avaliar sua influéncia no ambiente e estimar se o
produto apresenta um perigo potencial (HUNGER, 2003). Os riscos toxicologicos de corantes
sintéticos a saude humana estdo intrinsicamente relacionados ao modo e tempo de exposi¢ao,
ingestao oral, sensibiliza¢do da pele e sensibilizacdo das vias respiratérias (GUARATINI &

ZANONLI, 2000).

Os corantes sintéticos, extensivamente utilizados pela industria téxtil, exibem uma
grande diversidade de estruturas, sendo a maioria deles corantes do tipo azo. Devido a
importancia comercial, o impacto e a toxicidade dos corantes que sdo liberados no ambiente
tém sido muito estudados (FORGACS et al., 2004). Em estudo realizado por Ryberg et al.
(2006) foi observado que o contato com corantes téxteis pode causar reagdes alérgicas, tais

como dermatites e ainda sinais atipicos como urticéria e eritema multiforme.

Os corantes reativos (que incluem os azo corantes) sao os mais utilizados no Brasil e
caracterizam-se por apresentarem grupos quimicamente ativos capazes de reagir
covalentemente com celulose, porém esta reacdo ¢ estendida as proteinas o que,
comprovadamente, resulta na reacdo com moléculas biologicamente importantes. Portanto,
residuos destes corantes podem ser altamente nocivos quando presentes em qualquer
organismo vivo. Além disso, estes compostos na forma ndo hidrolisada apresentam alta
estabilidade hidrolitica em meio neutro, permitindo um longo tempo de vida destes compostos

em ambiente aquatico (GUARATINI & ZANONI, 2000).

Quanto a classificagdo de toxicidade, alguns corantes acidos, basicos e azo corantes
téem sido identificados como téxicos agudos para peixes, crustdceos, algas e bactérias

(OLLEGAARD apud NOVOTNY et al., 2006). A maioria dos corantes azo requer ativagdo
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metabolica, ou seja, reducdo e quebra da grupo azo em aminas aromaticas, para exibir
mutagenicidade em testes in vifro, em animais € humanos, deste modo ¢ necessdria a
avaliacdo destes corantes em relacdo aos efeitos nocivos a saide humana (CHUNG &

CERNIGLIA, 1992; NOVOTNY et al., 2006).

Os efeitos genotdxicos, que causam dano ao DNA, de corantes téxteis, principalmente
no caso de alguns corantes do tipo azo, sdo discutidos e seu uso tem sido drasticamente
reduzido na Europa, com base na regulamenta¢do nacional e no certificado de qualidade téxtil
(EU flower, Oeko-Tex Standard 100), mas ainda sdo um problema em paises fora da Europa

(SCHNEIDER et al., 2004).

Compostos com potencial genotoxico podem resultar em dois processos celulares: o
processo de morte celular ou em um processo de reparo, caso o reparo seja correto nao
ocasionara nenhum dano ao organismo, ja se ocorrer um reparo incorreto resultara em uma
mutacao que podera ter como conseqliéncia doencas hereditarias, envelhecimento celular e/ou
ainda o cancer, ou seja, um composto genotdxico pode exibir mutagenicidade e

posteriormente levar a carcinogenicidade.

Visto que existe uma grande exposicao do ambiente e da populagdao a diferentes
compostos altamente toxicos, hd necessidade da realizacdo de testes capazes de detectar
compostos genotoxicos € mutagénicos a fim de minimizar o potencial risco a saude. Para
detectar compostos genotoxicos vém sendo utilizado o Ensaio Cometa, também conhecido
como eletroforese em gel de célula tnica, e para a detec¢ao de substancias mutagénicas pode
ser aplicado o Teste de Ames, utilizando a bactéria Salmonella typhimurium, estes ensaios sao

importantes, pois sdo utilizados de maneira preditiva.

Tsuda et al. (2000) observaram resposta genotoxica, utilizando o ensaio cometa, em 17
dos 24 azo corantes testados apds a administragdo em camundongos. Outro tipo de corante,
verde malaquita (Verde Bdasico 4), um composto triarilmetano, foi avaliado em células de
ovario de hamster, e apresentou danos ao DNA deste animal (FESSARD et al., 1999;
SCHNEIDER et al., 2004).

Em estudo realizado por Novotny et al. (2006) foi observado que o corante azo
Laranja Reativo 16 apresentou efeito mutagénico e em outro estudo Jiager et al. (2004)
observaram que dos 53 corantes testados 15 foram positivos no Teste de Ames, incluindo azo

corantes e antraquinonas.

Os azo corantes Vermelho Direto 28, Azul Direto 6, Marrom Direto 95 e Preto Direto

28 foram administrados em macaco do género Rhesus, € apos a ingestdo dos corantes foram
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detectadas benzidina e monoacetilbenzidina como metabdlitos na urina (RINDE & TROLL,
1975 apud HUNGER, 2003). Outro estudo com o azo corante Resacor azul 2F (azul Direto
15) demonstrou que apds a metabolizagdo deste por azoredutases presentes em células do
figado, em bactérias intestinais e na microbiota presente na superficie da pele, foi liberada a
3,3’-dimetoxibenzidina (HILDENBRAND et al., 1999). As benzidinas, entre outras aminas

aromaticas, sdo conhecidas como potentes carcinégenos em humanos (CHUNG et al., 2006).

Outros tipos de corantes, como antraquinonas, ftalocianinas entre outros, também vém
sendo investigados quanto a toxicidade. No entanto, ainda sdo escassas as informagoes
disponiveis sobre a toxicidade destes corantes. O Teste de Ames tem sido utilizado para
avaliar efeitos mutagénicos de alguns corantes antraquinonas, como no caso do Azul
Dispersivo 3 que apresentou efeitos mutagénicos (NOVOTNY et al., 2006). Ja4 em outro
estudo o derivado do antraquinona Azul Dipersivo 1 foi descrito como agente indutor de

tumor de bexiga em ratos (TAMARO et al.,1975; NOVOTNY et al., 2006).

O cancer de bexiga ¢ o 11° cancer mais comum, contabilizando de 3-4% de todos as
doengas. O primeiro cancer de bexiga descrito em humanos foi pela exposicao ocupacional as
aminas aromadticas arilaminas, incluindo 2-naftilamina, 4-aminobifenil, e benzidinas,

principalmente em trabalhadores de industria téxtil (YU et al., 2002).

Para pessoas que trabalham no processo de manufatura dos corantes azo e
consumidores, existe o risco destes corantes serem incorporados por inalacdo, digestdo ou
contato dérmico e em seguida poderem ser metabolizados pelo organismo, possibilitando

mecanismos genotoxicos e a formagao de cancer (HILDENBRAND et al., 1999).

1.4. Tratamento de efluentes

A remocao de corantes tem sido um objeto de grande aten¢@o nos ultimos anos, ndo
somente por sua toxicidade, mas também por sua visibilidade quando liberados por efluentes.
Existe uma variedade de tratamentos quimicos e fisicos para os efluentes té€xteis, no entanto
sdo altamente custosos € nao muito eficientes, tornando-se comercialmente menos atraentes.
O tratamento bioldgico ¢ uma alternativa de menor custo e ambientalmente mais aceitavel

(BANAT et al., 1996).

Corantes sintéticos, como os corantes do tipo azo, caracterizados por apresentarem um
ou mais grupamentos -N=N- ligados a sistemas aromaticos que conferem grande resisténcia a
degrada¢do natural, ndo sdo degradados uniformemente em tratamentos biologicos

convencionais. Sob condi¢des anaerdbias os corantes do tipo azo sdo metabolizados
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resultando em aminas aromaticas, compostos toxicos, mutagénicos € por vezes cancerigenos

(CHUNG & STEVENS JR., 1993; ROBINSON et al., 2001a; WEISBURGER, 2002).

Portanto, dentre os residuos industriais, os corantes provenientes das industrias téxteis
sao os mais dificeis de serem tratados. Os corantes sdo detectaveis pelo olho humano, mesmo
em concentra¢des de 1 mg L™, e especificamente, no caso de corantes reativos a concentragdo
minima detectavel ¢ da ordem de 5ug L' (GUARATINI & ZANONI, 2000). Alguns corantes
podem ser ainda acumulados por plantas expostas a efluentes da industria téxtil e
conseqiientemente passar pela cadeia alimentar, contaminando outros organismos, incluindo o
homem (ZANONI & CARNEIRO, 2001). Ha, portanto, uma procura por agentes bioldgicos
ndo s6 capazes de degradarem o efluente téxtil de forma mais eficiente, mas também de

reduzirem sua toxicidade.

A legislacdo ambiental, cada vez mais rigorosa, estd obrigando que os efluentes
industriais sejam tratados antes do descarte, para evitar problemas ecologicos e toxicoldgicos
sérios (PASCHOAL & TREMILIOSI-FILHO, 2005). Deste modo uma grande diversidade de
tratamentos quimicos, fisicos e biologicos para efluentes té€xteis tem sido desenvolvida para a

remogao de cor de aguas e para reduzir o impacto sobre o ambiente e a saude humana.

As tecnologias envolvem adsor¢ao em matrizes organicas € inorganicas, descoloragao
por fotocatalise e/ou processos oxidativos, decomposicdo enzimdtica, entre outras
(FORGACS et al., 2004). O emprego de métodos bioldgicos e quimicos combinados no
tratamento de efluentes também tem mostrado grande eficiéncia. Porém o tratamento
biologico ¢ o mais utilizado pela industria téxtil (PASCHOAL & TREMILIOSI-FILHO,
2005).

1.4.1. Tratamento quimico - O tratamento quimico por flocula¢do é geralmente o
mais eficiente e o mais robusto na remog¢ao da cor. O processo envolve adi¢ao de
um agente floculante, tais como fon férrico (Fe’") e aluminio (AI’"), no efluente
que induz a floculag¢do. Um coagulante pode também ser adicionado para auxiliar
o processo. O produto final ¢ um lodo concentrado (SELCUK, 2005;
PASCHOAL & TREMILIOSI-FILHO, 2005). Outro método para tratamento
destes efluentes ¢ a oxidacdo quimica, este procedimento utiliza agentes
oxidantes como 0zdnio, peroxido de hidrogénio ou permanganato de sddio para
forcar a degrada¢do de moléculas organicas mais resistentes. Entretanto, estes
tratamentos sdo muito caros e possuem escala limitada (HUNGER, 2003). No

caso do tratamento por ozénio, um inconveniente muitas vezes encontrado nos
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estudos de degradagao refere-se ao aumento da toxicidade devido a produgao de

alguns intermediarios da reacdo (SELCUK, 2005).

1.4.2. Tratamento fisico - Dentre os processos fisicos mais utilizados no
tratamento de efluentes téxteis, a remocao de cor por adsorcdo em carbono
ativado vem sendo intensamente estudada. O carbono ativado ¢ muito efetivo na
remocdo de baixas concentracdes de substincias quimicas soluveis, incluindo
corantes. Seu principal problema ¢ sua capacidade limitada, pois permite a
remog¢ao de cor apenas a partir do efluente diluido (HUNGER, 2003).
Recentemente o estudo de alguns agentes alternativos utilizando-se de biomassa
como adsorvente também tem despertado a atengdo. A utilizagdo de tecnologias
de membranas, como osmose reversa, microfiltracdo, nanofiltragdo e
ultrafiltracdo t€ém se tornado muito atrativa por possibilitarem a reutilizacao da
agua no processo industrial. Por outro lado, envolvem custo muito elevado

(KUNZ et al., 2002).

1.4.3. Tratamento biologico - Ha dois tipos de tratamento bioldgico, o aerobio
(OZTURK & ABDULLAH, 2006) ¢ o anaerébio (MANU & CHAUDHARI,
2002). O tratamento biologico ¢ a técnica mais comum utilizada no tratamento de
efluentes, tem sido utilizada por mais de 150 anos. O lodo ativado ¢ um processo
essencialmente aerdbio que oxida a matéria organica a CO,, H;O, NHy. O ar ¢
provido por aeracao mecanica ou por um difusor. Uma caracteristica importante
do lodo ativado ¢ a recirculagdo de uma grande propor¢cdo da biomassa. Essa
pratica ajuda a manter um elevado niimero de microrganismos que efetivamente
oxidam compostos organicos em um tempo relativamente curto. Entretanto, a
quantidade de lodo formada ¢ muito alta, sendo uma séria desvantagem desse
método. No caso de efluentes téxteis, os corantes ndo sdo removidos
completamente, apenas em torno de 10-20%, portanto este método tradicional
ndo ¢ eficiente na remogdo de cor (HUNGER, 2003; DURAN, 2004). Nos
ultimos anos, os fungos tém sido intensamente estudados para o tratamento de
varios tipos de corantes liberados por efluentes (SANTOS et al., 2004). Fungos
sdo capazes de metabolizar uma diversidade de compostos presentes em
efluentes (KIRBY et al., 2000). Os basidiomicetos tais como os géneros
Lentinula, Trametes, Pleurotus, Phanerochaete, entre outros, sao capazes de
degradar diversos poluentes, além de serem eficientes na reducdo da toxicidade

do efluente (DELLAMATRICE et al., 2005).
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As rotinas de remediagdo tipicamente utilizadas pela industria téxtil de pequeno porte
envolvem processos de coagulacdo quimica, adsor¢do em carbono ativado e, menos
freqlientemente, processos de ultrafiltracio. Em industrias de maior porte, os processos
biologicos, principalmente sistema de lodos ativados, sdo utilizados preferencialmente

(KUNZ et al., 2002).

1.5. Biorremediacao

A contaminagdo de solos, sedimentos, dguas subterrdneas e superficiais e ar por
compostos organicos toxicos tornou-se um dos maiores problemas enfrentados pelo mundo
industrializado de hoje. As areas contaminadas geralmente estdo impactadas por uma mistura
de poluentes. Uma estratégia alternativa para contornar este problema de contaminagdo ¢ a

biorremediacdo (da SILVA & ESPOSITO, 2004).

A biorremediagdo ¢ definida como um processo tecnoldgico pelo qual sistemas
biologicos sao utilizados para tratar a poluicao e restaurar a qualidade ambiental, reduzindo a
concentragdo dos poluentes a niveis considerados seguros, por meio da degradacdo destes
compostos. Os sistemas biologicos mais utilizados na biorremedia¢do sdo os microbioldgicos,

principalmente bactérias, fungos filamentosos e leveduras (da SILVA & ESPOSITO, 2004).

A biorremediagdo pode ser aplicada in situ, sem a remog¢ao da matriz contaminada, ou
ex situ, pela remocdo da matriz. As tecnologias in-situ incluem bioestimulag¢do, ou seja,
adicdao de nutrientes que aumenta a atividade microbiana nativa; bioaumentagdo, que ocorre
com adic¢ao de linhagens microbianas exdgenas degradadoras. Estas duas tecnologias ainda
podem ser mais eficientes com a adicao de surfactantes, que auxilia a metabolizagao dos
compostos poluentes, facilitando o transporte destes substratos organicos para o interior das
c¢lulas microbianas ou diminuindo as interacdes superficiais contaminante/solo; a adicao de
enzimas comerciais, que favorecem a oxidagdo de moléculas de dificil degradacao em
moléculas de facil assimilagdo pelos microrganismos; e a bioventilacdo. Estas tecnologias
possuem um baixo custo relativo quando comparadas as tecnologias ex-situ como

“landfarming”, biopilhas e biorreatores (ALEXANDER, 1999).

Nos ultimos anos a degradacao de poluentes, incluindo corantes, por fungos vém sendo
avaliada com resultados muito promissores. Portanto, estes organismos podem ser aplicados

na biorremediagao de efluentes (SINGH, 2006).
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1.6. Fungos com potencial de degradacao de poluentes

Vem sendo investigada a capacidade de diversos fungos metabolizarem diferentes
tipos de poluentes. No ambiente, os fungos sdo responsaveis pela maioria das transformagdes
que caracterizam as ciclagens de matéria organica. A capacidade dos fungos de adaptar
rapidamente o seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia ¢ um fator essencial
para a sua sobrevivéncia. Essa flexibilidade metabdlica se deve a producdo de uma grande
quantidade de enzimas intra e extracelulares, ndo especificas, capazes de degradar polimeros
de origem vegetal, assim como uma grande variedade de outras moléculas organicas, tanto de
alta, quanto de baixa massa molar (da SILVA & ESPOSITO, 2004). Gracas a essas enzimas
com grande capacidade catalitica e o fato de possuirem hifas que penetram o substrato,
alcangando mais facilmente os poluentes, os fungos se apresentam como agentes eficientes na
degradacao de moléculas complexas e também na biorremediagdo (WAINWRIGHT, 1992;
GRAVESEN et al., 1994).

A degradagdo de moléculas complexas por fungos ¢ através de dois sistemas
enzimdticos, um extracelular, envolvendo enzimas ligninoliticas e outra intracelular,
envolvendo o sistema enzimatico citocromo P-450 monoxigenase ¢ a epoxido hidrolase
(ATLAS & CERNIGLIA, 1995). Também ja foram observadas enzimas hidroliticas como:
amilases, glicoamilases, lipases, pectinases e proteases envolvidas em processos de

biodegradacao de biopolimeros relativamente simples pelos fungos (BENNET et al., 2002).

Fungos ligninoliticos, fungos que apresentam enzimas ligninoliticas e que geralmente
sao da classe dos basidiomicetos, t€ém sido amplamente estudados quanto ao seu potencial de
degradar uma diversidade de compostos tdxicos, incluindo corantes empregados na industria
téxtil (KIRBY et al., 2000; MINUSSI et al., 2001; NOVOTNY et al., 2001; MARTINS et al.,
2002; HARAZONO & NAKAMURA, 2005; OZSOY et al., 2005). A utiliza¢do destes fungos
no tratamento de poluentes ocorre especialmente por apresentarem mecanismos nao
especificos na degradagdo de lignina, um polimero natural que apresenta estrutura aromatica
complexa de dificil degradacdo, pela producao de enzimas como manganés peroxidase, lacase

e lignina peroxidase (BENNET et al., 2002).

Fungos ligninoliticos como Lentinula edodes (SANTOS et al., 2004; BOER et al.,
2004), Trametes versicolor (HEINFLING et al., 1997) e Phanerochaete chrysosporium
(CONNEELY et al., 1999) demonstraram grande potencial de degradar varios tipos de
corantes, que pode ser atribuida ndo somente as suas enzimas extracelulares, mas também a

presenca de siderdforos, quelantes especificos com alta afinidade por metais, os quais formam
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complexos altamente estaveis, e citocromo P-450. J& foi constatada a producao de sideroforos

durante a descoloragdo de efluente téxtil por L. edodes (da SILVA & ESPOSITO, 2004).

L. edodes ¢ um cogumelo asiatico sendo o 2° cogumelo mais popular no mundo,
conhecido como shiitake. Este fungo ¢ eficiente na producdo de manganés peroxidase e
lacase, enzimas que mineralizam uma grande variedade de xenobidticos como
hidrocarbonetos, bifenilas, pesticidas organoclorados, pentaclorofenol (HAVATNI & MECS,
2003) e ainda corantes industriais (SANTOS et al., 2004).

Degradagao de substancias himicas por fungos também vem sendo estudada por se
tratarem de substancias semelhantes aos compostos aromaticos, apresentando estruturas mais
complexas e condensadas do que a lignina (GRAMSS et al., 1999). Portanto, fungos com
capacidade de degradar acidos humicos apresentam alto potencial na degradacdo de outros
compostos aromaticos, que fazem parte da estrutura quimica de diversos poluentes, incluindo
dos corantes téxteis. Nos ultimos anos tem se destacado o tratamento de efluentes industriais
téxteis por meio de degradacdo bioldgica, mais especificamente na remog¢ao de cor destes

efluentes por fungos (DIAS et al., 2003).

A eficiéncia de fungos ndo basidiomicetos, cujo sistema enzimatico envolvido na
degradacao de poluentes ¢, em muitos casos, intracelular, t€m sido menos avaliada. Entretanto
alguns pesquisadores vém obtendo resultados promissores com estes fungos (KIM &
SHODA, 1999; CHA et al., 2001). Fungos como Aspergillus fumigatus (JIN et al., 2007),
Umbelopsis isabellina e Penicillium geastrivorus (YANG et al., 2003) t€ém demonstrado
capacidade de descolorir corantes. Em estudo realizado por Ambrosio & Campos-Takaki
(2004) Cunninghamella elegans apresentou capacidade de descolorir 3 corantes distintos. Em
outro estudo, Funalia troggi foi capaz de descolorir até 98% de 2 corantes (OZOY et al.,

2005).

Em estudos de biodegradagdao de corantes, além do desaparecimento destes
compostos, também devem ser monitorados outros pardmetros que demonstrem a redugdo de
toxicidade apos o tratamento fungico, visto que o metabolismo envolvido nos processos de
biodegradacao pode, as vezes, resultar na formacdo de metabolitos toxicos (LEVIN et al.,
2004). A toxicidade de corantes do tipo azo e ftalocianina foi extensivamente reduzida apos
degradagcdo pelos fungos ligninoliticos Trametes versicolor e Bjerkandera adusta
(HEINFLING et al., 1997). Apesar da comprovada eficiéncia da aplicagdo de fungos nos
tratamentos de efluentes, esta ¢ ainda subestimada na pratica (COULIBALY et al., 2003).
Este fato, possivelmente, seja devido ao menor numero de estudos comprovando a eficiéncia

dos fungos em biodegradacdo comparativamente aos estudos envolvendo bactérias.
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Com base nestes estudos e pelo fato dos fungos filamentosos serem capazes de
mineralizar poluentes, transformando-os em CO,, H;O e biomassa através de seu sistema
enzimatico ndo especifico e altamente oxidativo, além de possuirem hifas que os capacitam a
penetrar o solo eficientemente, a sua utilizacdo no processo de biorremediacdo de areas
contaminadas por corantes téxteis ¢ uma alternativa muito promissora (TOH et al., 2003;

BOER et al., 2004; SANTOS et al., 2004).

A grande descarga de efluentes téxteis no ambiente e, conseqiientemente, maiores
preocupacgoes pelos o6rgaos de regulacdo que exigem tratamentos mais eficientes, fez crescer a
busca por tratamentos biologicos alternativos, tais como a biorremediacao utilizando fungos.
Assim, fungos do acervo da Colecdo de Microrganismos de Referéncia do INCQS, amostras
de fungos provenientes de sedimento e seus isolados foram investigados quanto a sua
capacidade de descolorir meios na presenca de corantes do tipo azo e ftalocianina de cobre,
intensamente utilizados nos processos de tingimento pela industria téxtil brasileira, além de
avaliar a toxicidade do produto final obtido apos os tratamentos, aliando-se desta forma os

estudos microbioldgicos aos estudos toxicoldgicos.
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2. OBJETIVOS

Estudar a capacidade de amostras de sedimentos de igarapés na regido de Manaus (AM), seus
isolados e ainda dos fungos filamentosos da Cole¢do de Microrganismos de Referéncia do
INCQS na descoloragdo de corantes provenientes da industria téxtil e avaliar a toxicidade

antes e apds os tratamentos flngicos.

2.1. Objetivos especificos

1. Avaliar o potencial de descoloracao de amostras coletadas de sedimento, com alto teor de

acido hiimico das margens de igarapés, da regido de Manaus (AM);

2. A partir das amostras de sedimento que se mostrarem positivas na descoloracdo dos

corantes em meio liquido, realizar o isolamento dos fungos;

3. Caracterizar morfologicamente e identificar os fungos filamentosos isolados das amostras

positivas;

4. Avaliar a capacidade dos fungos isolados de sedimento de Manaus (AM) e de Psilocybe sp.
INCQS 40212, Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e Ceriporiopsis sp. INCQS 40260,
comparativamente ao fungo filamentoso de referéncia Lentinula edodes INCQS 40220 (CCT
4519), depositados na Colecao de Microrganismos de Referéncia do INCQS, de descolorir os

corantes em meio liquido;

5. Realizar avaliacdo toxicologica do meio liquido, com o microcrusticeo Daphnia pulex,
ap6s tratamento por Lentinula edodes e com os demais fungos filamentosos que

demonstrarem eficiéncia na descoloracao dos corantes;

6. Selecionar os fungos das amostras de sedimento ¢ da Colecdo de Microrganismos de

Referéncia do INCQS com melhor capacidade de descoloragdo e detoxificacao;

7. Avaliar a capacidade dos fungos selecionados em descolorir outros tipos de corantes e a

mistura de 3 corantes;

8. Realizar avaliagdo toxicologica com o microcrustaceo Daphnia pulex, a genotoxicidade
com sangue periférico humano e a mutagenicidade com bactérias, apds o tratamento dos

corantes pelos fungos selecionados e por Lentinula edodes;
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Departamento de Microbiologia (INCQS), no Setor de
Fungos de Referéncia chefiado pela MSc. Marilia M. Nishikawa, com colaboragao do grupo
de pesquisa coordenado pela Dr”. Silvana do Couto Jacob do Departamento de Quimica
(INCQS) que realizou as coletas de sedimento de igarapés em Manaus (AM); do Setor de
Ensaios Toxicologicos chefiado pela Dr*. Helena Zamith do Departamento de Farmacologia e
Toxicologia (INCQS) que auxiliou na realizagdo do Ensaio Cometa; do grupo de pesquisa

coordenado pelo Dr. Israel Felzenszwalb do Departamento de Biofisica e Biometria do

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (UERJ) que auxiliou na realizag¢ao do teste de
Ames; e do Departamento de Biologia (IOC) onde foram realizados os ensaios
ecotoxicologicos utilizando o microcrustaceo Daphnia pulex pela MSc. Danielly de Paiva

Magalhaes.
3.1. Reagentes Quimicos

Foram preparadas solucdes estoques de 3 corantes, o corante azo Remazol Vermelho
RB (DyStar, Suzano, SP, Brasil), também conhecido como Vermelho Reativo 198 (V198); a
ftalocianina Remazol Azul Turquesa (DyStar, Suzano, SP, Brasil), também conhecida como
Azul Reativo 21 (A21); o corante azo Azul Marinho Drimarene X-GN 150 (doado pelo
Instituto Nacional de Tecnologia - INT, Rio de Janeiro, RJ), também conhecido como Azul
Reativo 214 (A214) (Figura 1), dissolvendo-os em agua destilada estéril e filtrando-os em
membrana 0,22 pm. Estes corantes foram escolhidos como representantes de corantes
comercialmente usados pela induastria téxtil, além da mistura dos 3 corantes (MXC)
adicionando proporcionalmente cada um dos corantes solubilizados anteriormente ao meio de

cultura. As informagdes referentes aos corantes estdo descritas na Tabela 1.

¥ —
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Figura 1: Estrutura quimica dos corantes estudados: A — Vermelho Reativo 198; B — Azul

Reativo 21; C — Azul Reativo 214.
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Tabela 1: Informagdes referentes aos corantes utilizados neste estudo.

Ne Classificacdo  Apay
Nome no C.I. Nome comercial Abreviacio C.L
CAS do corante  (nm)
Vermelho Reativo 145017-
Remazol Vermelho RB V198 18221 Monoazo 520
198 98-8
Azul Reativo Remazol Azul Turquesa 131257-  Ftalocianina
A2l ND 675
21 G 133% 19-1 de cobre
Azul Reativo Azul marinho Drimarene 141255-
A214 ND Diazo 608
214 X-GN 150 32-5
Mistura dos
- - MXC - - corantes 620

Nota: C.I. — Colour Index; Ay - Espectro maximo de absorbancia; ND — Nao disponivel; N° CAS (sigla em
inglés) — Numero de registro no Servigo de Resumo Quimico;

3.2. Meios de culturas e solucoes

3.2.1. Isolamento e ensaio de descoloracao

Para isolamento e purificagdo de fungos coletados de sedimento dos igarapés da
Regido de Manaus foi usado Caldo Sabouraud Dextrose (SDB) (1% de peptona e 4% de
dextrose) acrescido de cloranfenicol (400 mg/mL) como meio de enriquecimento, 0 meio
Caldo Batata Dextrose (PDB) (20% de caldo de batata e 2% de dextrose) ¢ o meio Agar
Batata Dextrose (PDA) (meio PDB acrescido de 2% de 4gar) para o isolamento e pré-selecao
dos fungos com capacidade de descolorir corantes. Para o estudo de descoloragdao em meio
liquido pelos fungos selecionados e pelos fungos da Cole¢do de Microrganismos de

Referéncia do INCQS também foi usado PDB (KIM et al., 1995; ZHENG et al., 1999).

3.2.2. Identificacdo e manutencao dos fungos filamentosos isolados

Para identificagcdo dos fungos filamentosos isolados de sedimentos foram utilizados os
meios Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA) (0,1% de K;HPO,, 1% de concentrado de
Czapek extrato de malte, 0,5% de extrato de levedura, 3% de sacarose e 1,5% de agar), Agar
Extrato de Malte e Peptona (MEA) (2% de extrato de malte, 0,1% de peptona e 2% de glicose
e 2% de agar), Agar Czapek Dox (CZ) (1% de concentrado de Czapek extrato de malte, 0,1%
de K,HPO,, 3% de sacarose, 1,75% Agar) e Agar Czapek extrato de levedura com 20% de
sacarose (CY20S) (0,1% de K,HPO4, 1% de concentrado de Czapek extrato de malte, 5% de
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extrato de levedura, 2% de sacarose e 1,5% de Agar) (KLICH, 2002). Os meios Agar Extrato
de Malte e Peptona (MEA) e Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA) também foram

utilizados para manuten¢do dos fungos filamentosos.
3.2.3. Ensaio de citotoxicidade utilizando células sanguineas e Ensaio Cometa

Para o ensaio de citotoxicidade com sangue total humano foi utilizada a solugdo de
0,6% de brometo de etidio (BrEt) e 4% de diacetato de fluoresceina (FDA) dissolvidos em
95,4% de PBS (83,8% de NaCl, 2,1% de KCl, 12% de Na,HPO4 e 2,1% de KH,PO,4) pH 7,4

para analise da viabilidade das células em microscopio de fluorescéncia.

Para fixag¢do nas laminas, no Ensaio Cometa, foi utilizado agarose em ponto de fusdo
normal (PFN) a 1,5%, na segunda camada de agarose foi usado agarose em baixo ponto de
fusdo (BPF) a 0,5%. No Ensaio Cometa foi utilizado solugdo de lise (solu¢do 1: 79,3% de
cloreto de soédio, 20,1% de EDTA dissédico, 0,6% de Tris; solugao 2: 1% de Triton X 100 e
10% de DMSO), para a eletroforese foi utilizada a solucao tampao alcalino (2,9% de NaOH e
0,5% de EDTA dissodico). Apds a corrida foi utilizada a solu¢do de tampao de neutralizagao

(48,5% de Tris) e para fixa¢do das laminas foi utilizado etanol (99,5%).

3.2.4. Ensaio de citotoxicidade utilizando bactérias e Teste de Ames

Para realizacdo do ensaio de citotoxicidade utilizando bactérias de Salmonella
typhimurium foi usado o meio Louria Bertani (LB) liquido (1% de bacto triptona, 0,5% de
bacto extrato de levedura e 1% de NaCl) para obten¢do da cultura de bactérias. Para
realizag¢ao do ensaio foi utilizado o meio LB soélido, ou seja, LB liquido acrescido de 1,5% de
agar, ambos os meios foram ajustados para pH 7. Para a realizacao das diluigdes das bactérias
foi usado tampao fosfato de soédio 0,2M (TFS) (0,3% de NaH,PO4 e 4,3% de Na,HPO,4) em
pH 7.,4.

No teste de Ames os meios foram preparados de acordo com MARON & AMES
(1983). Foram preparados top agar (gelose) (0,7% de agar e 0,5% de NaCl) para adicdo em
meio minimo glicosado que ¢ composto por 1,5% de agar, 2% de sais de Vogel-Bonner (VB)
50X (1% de MgSO4, 10% de écido citrico monohidratado, 51% de K,HPO4 e 18% de
NaHNH4PO4) e 5% de glicose. Em ambos os ensaios foi utilizado 0,5 mM de histidina-biotina

(HB) misturados ao top agar, na proporg¢ao de 10:1.

Foi utilizado o li6filo da fracdo S9 adquirida do laboratorio Molecular Toxicology Inc.
(MOLTOX™, USA), preparada a partir de figado de ratos pré-induzidos por bifenil-

policlorinato (Aroclor 1254), um indutor para a produgdo de enzimas microssomais CYP
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(citocromos oxidases). Esta fracdo revela se a amostra teste ao ser metabolizada apresenta
efeito mutagénico. Foi preparado 4% da fracao liofilizada ao qual foi acrescido de 2% da
solugdo de sais (4M MgCl, e 0,4 M KCl), 0,5% de glicose-6P, 4% de NADP, 50% de tampao
fosfato e 39,5% de agua destilada, todos mantidos em gelo durante o experimento. Para os

testes sem ativagdo metabdlica, ou seja, na auséncia da fragcdo S9, foi utilizado TFS.

3.3. Selecao de fungos de sedimento de igarapés em Manaus (AM) e da Colecao
de Microrganismos de Referéncia do INCQS eficientes na descoloraciao de

corante.

3.3.1. Selecio das amostras de sedimento de igarapés com capacidade de

descolorir corantes.

Amostras de sedimento foram coletadas de quatro pontos da margem de igarapés na
regido de Manaus: dois na Reserva Ducke (Reserva do IMPA), denominados de Igarapé da
Reserva Ducke N (IDN) e Igarapé da Reserva Ducke Bolivia (IDB), outro também na Reserva
Ducke, chamado de Igarapé de Acaré (IA), e o quarto, fora da Reserva Ducke, no Igarapé de
Ramal Agua Branca (IR), todos livres de impactos ambientais. Os dados e as caracteristicas
fisico-quimicas referentes aos pontos de coleta estdo apresentados na Tabela 2. A partir de
cada amostra, foram tomados 30 g de sedimento e dissolvidos em 270 mL de agua estéril.
Depois de homogeneizado em liquidificador por 5 minutos, 2 mL da mistura foram
inoculados em 400 mL de meio de enriquecimento SDB acrescido de cloranfenicol (400
ppm), que foi incubado por 5 dias a 28°C em agitacdo de 140 rpm. Apos incubacdo, foram
transferidos 3 mL da cultura para 100 mL de meio PDB complementado com 100 e 200 ppm
dos corantes V198 e A21, separadamente (KIM et al., 1995; KIRBY et al., 2000; ROBINSON
et al.,, 2001b). Em seguida, foram incubados por 7 dias a 28°C, em agitacdo de 140 rpm e
realizada a leitura em espectrofotometro. Experimentos controle foram realizados incubando o
meio PDB, sem fungo, com as mesmas concentragdes testadas dos dois corantes (Figura 2).

Os ensaios foram realizados em duplicata e ao abrigo da luz.
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Tabela 2: Dados e caracteristicas fisico-quimicas referentes aos pontos de coleta da regido de

Manaus.
Pontos de Data da Caracteristicas Temperatura Profundidade 0: GPS Cédigo
issolvi
coleta coleta do local P da agua (°C) (cm) dissolvido
(mg/mL) S W
Igarapé da 01/03/2005 Agua limpa ND ND ND ND 02°58'42,6" | 59°56'34,9" IDN
Reserva
Ducke N-S
3L-07
Igarapé da 01/03/2005 Agua limpa 43 25,4 22 4,28 02°5928,5" | 59°5629,0" IDB
Reserva
Ducke ponto
Bolivia
Igarapé de 28/02/2005 Agua limpa, 4.4 25,4 44 5,63 02°54'07,4" | 59°5425,2" IR
Ramal Agua presenga de
Branca peixe e
camarao. Zona
de Malaria
Igarapé de 02/03/2005 Agua limpa ND ND ND ND 02°56'41,0" | 59°5728,9" 1A
Acara

ND: nio determinado.

/ \

30 g de sedimento Homogenizégéo em Inoculagéo de 2mL

em 270 mL de H,O liquidificador da mistura em SDB
+ 400 ppm de
cloranfenicol

5 dias de incubagdo em
agitagdo 140 rpm/28°C

7 dias de incubagao m‘.-,f_j =y
em agitagdo 140 ; D

rpm/28°C e
» | f‘
» ==
e ——
Inoculagdo de 3mL Leitura em
da cultura em PDB + espectrofotometro
100 e 200 ppm dos
corantes

Figura 2: Esquema de processamento das amostras de sedimento de igarapés em Manaus-AM.
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3.3.2. Isolamento dos fungos do sedimento de igarapés

Das culturas que apresentaram descoloragdo visivel a olho desarmado e por
espectrofotometria (analise descrita no item 3.4.2.), em comparacdo com os controles, foram
utilizados 0,2 mL para inocular meio sélido PDA, contendo 200 ppm de corante, que foram
incubados a 28°C por 7 dias. As coldnias que se desenvolveram foram isoladas, purificadas e
inoculadas em MEA e CYA (Figura 3) (YANG et al., 2003). Os ensaios foram realizados em

duplicata e ao abrigo da luz.

Isolamento das col6nias s
0,2 mL durante 7 dias de ‘| "}
> — incubagdoa28°C
Meio Inoculagéo Inoéulé[géo
descolorido em PDA + em MEA ¢
corante CYA

Figura 3: Esquema do isolamento dos fungos de sedimento.

3.3.2.1. Caracterizacao morfologica e identificacdo dos fungos isolados

A morfologia dos fungos filamentosos isolados foi examinada macroscopicamente
através de observagdo das col6nias, e microscopicamente através do preparo de laminas
coradas com lactofenol e azul de algodao, com exame em microscopio 6tico Olympus BH-2.
Com base nestas observagdes e seguindo critérios determinados pela literatura pertinente, os

fungos foram identificados, quando possivel, ao nivel de espécie.

3.4. Selecao de fungos isolados de sedimento de igarapés em Manaus e da Colecido
de Microrganismos de Referéncia do INCQS com capacidade de descolorir em

meio liquido

Os fungos filamentosos isolados de sedimento (item 3.3.2.), juntamente com os fungos
da Colecdo de Microrganismos de Referéncia do INCQS, Lentinula edodes INCQS 40220
(CCT 4519), fungo de referéncia, e os fungos Ceriporiopsis sp. INCQS 40260 (CCT 6629),
Penicillium simplicissimum INCQS 40211 (CCT 6686) e Psilocybe sp. INCQS 40212 (CCT
6614), fungos anteriormente isolados de sedimento estuarino contaminado por diferentes
poluentes industriais, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, e que apresentaram
capacidade de degradar pireno (da SILVA et al, 2003a), foram cultivados em PDA
adicionado de 200 ppm do corante V198 ou A2l e incubados por 5 dias a 28°C. Destas
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culturas foram retirados 3 discos de 5 mm de diametro da periferia da colonia e usados para
inocular 50 mL de meio PDB em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Os frascos inoculados foram
incubados por 2 dias a 28°C sob agitagdo de 140 rpm (HEINFLING-WEIDTMANN et al.,
2001; MAXIMO et al., 2003). Ap6s este periodo foi adicionado 100 ppm do corante ao meio
liquido. As culturas continuaram sendo incubadas nas mesmas condi¢gdes anteriores por mais
28 dias. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e ao abrigo da luz. O meio de cultura
com corante, mas sem fungo foi utilizado como controle (da SILVA et al., 2003b). A partir
deste experimento foram selecionados os fungos a serem testados com os demais corantes e

para a realizacao de todos os testes toxicoldgicos.

3.4.1. Estudo da descoloracio de corantes em meio liquido pelos fungos
selecionados

Os fungos selecionados a partir do experimento realizado no item 3.4. foram
cultivados em PDA adicionado de 200 ppm dos corantes, V198, A21, A214 ¢ MXC, e
incubados por 5 dias a 28°C. Destas culturas foram retirados 9 discos de 5 mm de didmetro da
periferia da colonia e usados para inocular 150 mL de meio PDB em frascos Erlenmeyer de
250 mL. Os frascos inoculados foram incubados por 2 dias a 28°C sob agitagdo de 140 rpm
(HEINFLING-WEIDTMANN et al., 2001; MAXIMO et al., 2003). Apos este periodo foi
adicionado 100 ppm dos corantes ao meio liquido. As culturas continuaram sendo incubadas
nas mesmas condi¢des anteriores por mais 14 dias e realizada leitura em espectrofotometro,
sendo analisado o pico caracteristico dos corantes testados (Tabela 1). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e ao abrigo da luz. O meio de cultura com corante, mas sem fungo foi

utilizado como controle (da SILVA et al., 2003b).
3.4.2. Determinacio da descolora¢ao dos corantes

O nivel de descoloragdo obtido nos frascos provenientes das culturas de sedimento e
inoculadas em meio PDB (item 3.3.1) foram analisadas nos tempos 2, 4 ¢ 7 dias apos a adi¢ao
dos corantes. Para os fungos filamentosos selecionados no item 3.4. ¢ os da Colegdo de
Microrganismos de Referéncia do INCQS o nivel de descoloragao foi analisado por 28 dias
nos tempos: 0, 2, 5, 7, 14, 16, 19, 21 e 28 dias (MARTINS et al., 2002). Para os fungos
selecionados como mais eficientes na descoloracdo dos corantes (item 3.4.1.), o nivel de
descoloragdo foi analisado por 14 dias nos tempos: 0, 2, 5, 7 ¢ 14 dias (ARORA &
CHANDER, 2004). Durante todo o experimento foram utilizados frascos controle contendo o
meio de cultura com corante e sem inoculo € 0 meio sem corante € sem indculo que foi
utilizado como branco. O sobrenadante do cultivo de Lentinula edodes INCQS 40220 foi

utilizado como controle positivo.
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Deste modo, a partir das culturas testadas foram retirados 2 mL e transferidos para
tubos tipo Eppendorf® que foram em seguida centrifugados a 10000rpm/10min/4°C, 0,5 mL
do sobrenadante foi diluido 10 vezes em agua purificada para a andlise em espectrofotometro
(Shimadzu — UV-1601, Japdo). Os espectros foram lidos entre 200 ¢ 700 nm com a
absorbancia de 0,00A a 1,00A. Com base nestes resultados o percentual de descoloracao foi
calculado de acordo com a férmula: Ab-Aa/Ab*100, sendo Ab o maximo de Absorbancia
antes da descoloragdo e Aa o maximo de absorbancia apds a descoloragdo. As absorbancias
analisadas foram as dos picos caracteristicos referentes a cada corante (Tabela 1) (OZSOY et

al., 2005).

Através do espectro de absor¢do do corante também foram confirmados estes
resultados: quando ocorre degradacdo do corante, o pico caracteristico do corante desaparece
e nos casos de adsor¢cdo pelo micélio, o pico caracteristico apenas diminui (GLENN &
GOLD, 1983). Os demais espectros obtidos na faixa de 200 a 700 nm foram analisados com
relagdo a transformacgdo do corante (JUNGHANNS et al., 2007), através do aparecimento de
novos picos, ¢ a formacdo de compostos coloridos (COOKSON, 1995). Também foi
considerada a analise visual, pois a adsor¢dao pode ser observada pela coloragdo da biomassa

(VITALL, 2005).

3.5. Avalia¢do Toxicologica do Meio de Cultura Pos-tratamento Fungico

Os fungos considerados mais eficientes na descoloragdo foram avaliados quanto a
detoxifica¢do utilizando o teste com o microcrustaceo Daphnia pulex. Subseqlientemente os
fungos que foram eficientes nesta etapa de avaliagdao toxicologica também foram avaliados
pelo Ensaio Cometa (Eletroforese em Gel de Célula Unica) (ENSAIO COMETA, 2007) e
pelo Teste de Ames com a bactéria Salmonella typhimurium (AMES et al., 1973; MARON &
AMES, 1983). No Quadro 1 estdo descritos os principios de cada teste utilizado.

Quadro 1: Principio dos ensaios toxicologicos realizados no estudo.

Teste Toxicologico Bioindicador Principio do teste
Toxicidade aguda Microcrustaceo  Daphnia  1dentifica substancias com potencial toxico
pulex

Ensaio Cometa ou eletroforese  Sangue periférico total Identifica substancias com  potencial

em Gel de célula unica humano genotoxico e danos em células individualizadas
Teste de Ames Bactéria Salmonella Identifica substancias mutagénicas
typhimurium
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3.5.1. Avaliacio de toxicidade com o microcrustaceo Daphnia pulex

As Daphnias spp. pertencem ao filo Arthropoda, classe Crustacea, e ordem Cladocera,
este microcrustaceo planctonico atua como consumidor primario na cadeia alimentar aquatica
e se alimenta através de filtracdo da matéria organica suspensa. Dentre os microcrustaceos as

daphnias sdo conhecidas como pulgas d’agua (RUPPERT & BARNES, 1996).

O cultivo destes organismos depende essencialmente da dgua e do alimento utilizado.
A 4gua deve propiciar aos organismos sobrevivéncia e reproducdo. Neste estudo foi utilizado
para desenvolvimento das daphnias a 4gua Minalba® e para alimenta-las foi utilizada a alga
Scenedesmus subspicatus. As culturas foram mantidas em temperatura controlada 24°C +2 por
24h, as fémeas se reproduzem por partenogénese, o que garante que os individuos sdo clones

um do outro, cada lote produz em torno de 15 a 20 individuos, exclusivamente fémeas.

Deste modo, para a realizagdo do teste da toxicidade resultante apos a descoloragao
dos corantes pelos fungos mais eficientes, foi primeiramente avaliado pelo ensaio
ecotoxicologico utilizando o microcrustaceo Daphnia pulex seguindo o protocolo da NBR

12713 (ABNT, 2004).

Antes da realizagdo do experimento foram medidas as grandezas que influenciam na

sobrevivéncia das daphnias, tais como pH e oxigénio dissolvido (OD).

No momento da analise, a 4gua de diluicao (Minalba®) foi oxigenada até atingir 100%
de saturacdo com o objetivo de minimizar o efeito das amostras com caracteristicas de
redug¢do do oxigénio dissolvido (OD). O valor minimo de OD nos experimentos para ser
validado foi de 2 mg/mL. As daphnias vivem em meio com pH entre 7,0 e 8,0, assim as
amostras com pH 4cido ou bésico foram ajustadas para pH neutro, através da adi¢do de HCl

IN, para amostras basicas, ¢ NaOH 1N, para amostras acidas.

Para realizacao do teste foram utilizados 20 neonatos de Daphnia pulex com 24 horas
de vida, divididos em duas réplicas de 10 individuos por concentracao-teste. O tempo de
exposi¢do foi de 24 horas sob temperatura constante de 24°C ao abrigo da luz. O método

utilizado foi o estatico, ou seja, ndo houve troca do meio de exposi¢ao durante as 24h.

Apo6s a exposicdo das daphnias ao tratamento fingico por 24h foram medidos pH,
oxigénio dissolvido (OD) e estimado o fator de toxicidade (FTd) (Figura 4). O FTd
corresponde a menor dilui¢do da amostra em que ndo ocorre imobilidade ou mortalidade em
mais de 10% dos organismos. Os resultados foram expressos com percentual de mortalidade

dos organismos apos 24h de exposic¢ao.
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Filtracdo em membrana 0,22 um

Exposicao de neonatos de Daphnia pulex
ao produto final por 24h no escuro

pH Oxigénio dissolvido Estimativa
do Fator de toxicidade

Figura 4: Esquema de avaliagdo toxicologica utilizando o microcrustaceo Daphnia pulex

3.5.2. Avaliacio de genotoxicidade com sangue periférico humano (Ensaio

Cometa)

O Ensaio Cometa foi utilizado a fim de avaliar o dano estrutural ao DNA, ou seja, a
genotoxicidade das substancias. Assim, este teste ndo ¢ utilizado para detectar mutacdes
pontuais, mas sim lesdes gendmicas que, apos serem processadas, podem resultar em quebras

simples e/ou duplas na cadeia de DNA.

Apo6s 14 dias de incubacdo os frascos contendo os fungos selecionados na presenca
dos corantes testados e na auséncia do corante (item 3.4.1.) foram filtrados em membrana de
0,22 um e utilizados na avaliagdo de citotoxicidade e genotoxicidade em células sanguineas

totais.
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3.5.2.1. Ensaio de citotoxicidade utilizando sangue periférico humano

Visto que o processo citotoxico leva, inevitavelmente, a formagdo de quebras de fita
dupla no DNA, o Ensaio Cometa deve ser realizado em condi¢des minimas de toxicidade
celular. Assim, foi conduzido juntamente ao Ensaio Cometa o teste de viabilidade celular
(Figura 5) das amostras filtradas e dos controles. A partir deste teste foi observado se a

amostra testada ndo causou dano superior a 30% das células sanguineas totais.

Seguindo a metodologia de Hartmann & Speit (1997) foi utilizado o volume de 100 pl
de células sanguineas totais humanas (sangue periférico), obtido de sexo masculino (saudavel,
nao fumante, 30 anos), que foram misturadas a 100 pl das amostras teste filtradas (item 3.4.1.)
e aos controles: controle-solvente (PDB, H,O e PBS), controle-positivo Metil Metano-
sulfonato (MMS) 0,04 mM e controle celular (sem tratamento), em seguida foram incubadas a
37°C por 2h. Duzentas células foram analisadas através de microscopio de fluorescéncia
(Nikon — Japao) com aumento de 400X utilizando 50 pl da solu¢ao BrEt e FDA para a analise
da viabilidade celular. As células viaveis apresentam fluorescéncia verde e as células mortas
laranja (Figura 6) (HARTMANN & SPEIT, 1997; ENSAIO COMETA, 2007). Assim, o
resultado foi expresso através do percentual de células vidveis, sendo considerado toxico

quando causou morte superior a 30%.

TESTE DE VIABILIDADE CELULAR E I

ALTLAGS LE FA + RROMETZ

e
| 60 pl ADTEIGNABD EW LAWKTNA
?LF_M
by 1l BF SANSUF + -
P THCUBACAD A 37°C
// 196l A AMOETRA gy

SAHBLF
LAVAT S S0 TANRAD
o LE I\EUTR) LIZAZAC E
| I o L SOM ETAMGL

AMCHTRA

CFTTURA FY, MTERCSEIRTE
LE FLUCRESCENZZA

EMSAT( COMETA

INCUEAZAC EW TAIMED DE L Sk CORRTRARCR 20 M7H

100, A ARDETRA - 12000 \ CGYERILEHT 4 b7
IF ABARCSF BAF 05%

El, 200 mAE 25Y

ALICAC EfA LAMINA
CON ABARD SE FFH 1 5%

Figura 5: Esquema do ensaio de citotoxicidade e do Ensaio Cometa utilizando sangue

periférico humano.

29




3. Materiais e Métodos

Células vidveis

Células mortas

Figura 6: Ensaio de viabilidade de celular para Ensaio Cometa: Visualizacdo de lamina

através de microscopio de fluorescéncia de células vidveis (verde) e mortas (laranja).

3.5.2.2. Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com Hartmann e Speit (1997) com algumas
modificagdes apresentadas na referéncia Ensaio Cometa (2007) (Figura 5). O volume de 100
ul de células sanguineas foi misturado as amostras teste e aos controles incubados a 37°C.
Apds 2h 120 pl de agarose BPF 0,5% a 37°C foi misturada a 10 pl de cada tubo tipo
Eppendorf® contendo as amostras de controles e tratamentos e apds serem homogeneizados

foram imediatamente pipetados em laminas com agarose PFN.

As laminas preparadas em duplicata foram guardadas em geladeira a 5°C por 5
minutos e em seguida foram imersas em solucdo de lise celular e armazenadas em geladeira a
5°C overnight. Apos este periodo as laminas foram colocadas em cuba de eletroforese com
tampao alcalino por 20 minutos e em seguida foi realizada a corrida de eletroforese em 25 V,
300 mA por 20 minutos. Posteriormente as laminas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com

tampao de neutralizacdo e colocadas em etanol por 10 minutos.

As laminas secas foram coradas com 30 pl de brometo de etidio e analisadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon - Japao), com aumento de 200X. Foram analisadas 50
células por lamina, ou seja, foi avaliado o dano em 100 células sanguineas (2 laminas) de
acordo com a intensidade da cauda dos cometas, em 4 diferentes classes (0 a 3) como
demonstrado na Figura 7. Os resultados dos diferentes grupos de tratamento foram expressos
em percentual de células nas 4 diferentes classes e unidades arbitrarias (UA). Posteriormente,
foram comparados utilizando o teste t de student unicaudal. Observagdes ndo pareadas entre o
grupo tratado e o grupo controle p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos

(WATANABE et al., 2005).
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Figura 7: Classes de Dano ao DNA. A — classe 0 (sem dano); B — classe 1 (dano leve); C —

classe 2 (dano moderado) ¢ D — classe 3 (dano severo).

3.5.3. Ensaio de mutagenicidade utilizando a bactéria Salmonella typhimurium

(Teste de Ames).

O Teste de Ames baseia-se na inducdo de mutagdes reversas em linhagens de
Salmonella typhimurium, auxotréficas para o aminoacido histidina (4is”), e mede-se a reversao
para o estado prototrofico (his'). O teste utiliza vérias linhagens mutantes construidas para
detectar mutagdes por deslocamento do quadro de leitura ou por substituigdo de pares de base
no DNA. Cada uma das cepas contém um tipo diferente de mutacdo em um dos varios genes
que governam a sintese de histidina (operon histidina), e ndo pode crescer, a ndo ser que este

aminodcido seja incorporado ao meio de cultura (RIBEIRO et al., 2003).

As bactérias utilizadas neste ensaio tém capacidade metabolica limitada, nao
apresentam a maioria das enzimas envolvidas no processo da biotransformagao, que ocorre
em mamiferos. Como o teste ¢ empregado com um sentido preditivo, torna-se necessario
adicionar um sistema extrinseco de “ativacdo metabolica”, neste caso foi utilizada a mistura
S9. Esta mistura ¢ preparada em figados de ratos previamente tratados com um indutor

(Aroclor 1254) de enzimas microssomais de metabolizagcdo de xenobidticos.

Assim, este ensaio foi utilizado com o intuito de evidenciar se a amostra testada e/ou
seus metabolitos interagem diretamente com a molécula de DNA bacteriano, revertendo o
efeito de uma mutagdo pré-existente, de modo que as bactérias recuperem a capacidade de

sintetizar histidina.
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3.5.3.1. Linhagens

Foram utilizadas as linhagens TA97, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella
typhimurium. As caracteristicas genéticas referentes a cada linhagem estdo descritas no
Quadro 2. Para preparo das linhagens 100 pl de cultura estoque (50% glicerol, 50% LB
liquido) de cada uma das linhagens foram inoculadas em 10 mL de meio LB liquido, em
seguida incubado a 37°C, 131 rpm, por 16h, para obten¢do de densidade de aproximadamente

2 x10° células/mL.

Quadro 2: Relacao de linhagens utilizadas no teste de mutagenicidade e suas respectivas

caracteristicas genotipicas.

S. typhimurium TA97 hisD6610 rfa AuvrB bio” R* Detecta mutagao do tipo frameshift, por adigdo
de bases

S. typhimurium TA98 hisD3052 rfa AuvrB bio” R* Detecta mutagao do tipo frameshift, por adigdo
ou delegdo de bases

S. typhimurium TA100 hisG46 rfa AuvrB bio” R* Detecta mutagao pontual de G-C para T-A
S. typhimurium TA102 hisG46 rfa uvrB* bio™ R* Detecta mutagio pontual de T-A para G-C

Nota: his — mutacgao responsavel pela sintese de histidina; rfa — permeabilidade da membrana de lipossacarideos;

uvrB — gene responsavel pelo reparo no DNA; bio — mutagdo responsavel pela sintese de biotina; R” - adi¢io de
plasmideo de resisténcia a ampicilina; Fonte: Maron & Ames, 1983

Como apresentado no Quadro 1, cada cepa possui além de mutagdo no operon
histidina (kis) que impede as linhagens sintetizem esta aminoacido essencial para o
desenvolvimento, hd outras modificagdes genéticas adicionais, como as mutagoes rfa, uvrB e

o fator de resisténcia a ampicilina (R"), ou seja o plasmideo pKM101.

A superficie das bactérias é, em geral, coberta por uma parede de constituicdo
lipopolissacaridica que serve como barreira a penetragdo de substancias quimicas. A mutagao
rfa elimina parte da parede bacteriana, tornando as bactérias que a possuem mais permeaveis

as substancias e completamente ndo patogénicas (AMES et al., 1973).

A mutag¢do uvrB consiste na delecdo deste gene que codifica o sistema de reparo do
DNA por excisdo de nucleotideos. Neste caso, o aduto formado pela ligacdo covalente da
substancia quimica com o DNA nao ¢ retirado por este mecanismo de reparo fiel, aumentando
a ocorréncia de mutagénese. Esta dele¢do estendeu-se até o gene bio e, como conseqiiéncia, as
bactérias contendo a mutagdo também requerem biotina para se desenvolverem (MARON &
AMES, 1983). Assim, com estas modificacdes na S. typhimurium o ensaio torna-se muito

sensivel, e podem ser detectadas quantidades muito pequenas do agente mutagénico.
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3.5.3.2. Teste de Ames

Neste ensaio as amostras filtradas apds o tratamento fungico (item 3.4.1.), os controles
negativos e os controles positivos foram misturados a 100 pl da cultura de bactérias
preparadas previamente (item 3.5.3.1.) e acrescidos de 500 pl de tampao fosfato de sodio

(TES), pH 7,4 (ou 500 ul da mistura S9 nos ensaios com ativagao metabolica).

Ap6s 5 minutos adicionou-se 2 mL de “top agar” suplementado com tragos de
histidina e biotina, insuficiente para possibilitar a formagdo de colonias, mas permite que se
sucedam as primeiras divisoes celulares que sdo indispensaveis para que ocorra a expressao
das mutagdes. Homogeneizou-se e foram vertidas em placa de Petri contendo o meio minimo.
Em seguida as placas foram incubadas por 72h a 37°C. Apds a incubagdo foi realizada a
contagem das colonias revertentes por placa. O ensaio foi realizado em triplicata e ao abrigo

de luz. A Figura 8 apresenta o esquema simples do procedimento.

Como controles foram utilizados agua (H,O), o meio de cultura PDB usado
anteriormente para crescimento dos fungos (item 3.2.1.), PDB+V198, PDB+AZ21,
PDB+A214, PDB+MXC e como controles positivos, para confirmacdo da reversdo, foram
utilizados 4-nitroquinolona-N-6xido (4-NQO) (1 mg/mL) para as linhagens TA97, TA98 e
TA102 e Azida Sodica (AS) (0,1 mg/mL) para a linhagem TA100.

Para calcular os valores dos indices de mutagenicidade (IM) obtidos em relacdo a seus
respectivos controles foi utilizado o seguinte célculo: n°® médio de revertentes da amostra
(espontaneas + induzidas) / n°® médio de revertentes do controle. Os dados foram analisados
em programa Excel utilizando o teste T unicaudal, quando p<0,05 foi considerado
significativo. A mutagenicidade foi considerada positiva quando IM foi igual ou maior que

2,0 e induziu aumento significativo de revertentes e negativo quando IM foi menor que 2,0.
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Figura 8: Esquema do ensaio de mutagenicidade utilizando a bactéria Salmonella
typhimurium.

3.5.3.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando a bactéria Salmonella typhimurium

A toxicidade das amostras foi estimada a partir da analise de crescimento em meio rico
(LB) a fim de verificar se as amostras testadas, na presenca (+S9) e na auséncia (-S9) de

metabolizacdo, influenciaram no resultado negativo a mutagenicidade.

Deste modo, simultaneamente ao teste de Ames foram retirados 10 uL de 2 tubos de
cada amostra teste acrescido de TFS ou S9 (item 3.5.3.2.) e realizadas 3 dilui¢des em TFS até
se obter aproximadamente 10° células. Em seguida, foram inoculados 100 pL da amostra
diluida em meio LB s6lido que foram espalhados com o auxilio de pérolas de vidro. Apds 24h
de incubacao a 37°C, foram realizadas as contagens das colonias nas placas. Este experimento
foi realizado em duplicata. Os controles utilizados foram os mesmos do teste de Ames (item
3.5.3.2.). Para calcular o percentual de sobrevivéncia foi realizado o seguinte célculo: n°
médio de colonias da amostra*100 / n° médio de colonias do controle. Quando o total de
coldnias foi inferior a 70% em relacdo ao controle a substancia foi considerada toxica (Figura

9).
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Figura 9: Esquema do ensaio de citotoxicidade utilizando a bactéria Salmonella typhimurium.

3.6. Preservacao dos fungos filamentosos

Os fungos filamentosos isolados e selecionados foram mantidos em tubos contendo

MEA e CYA e congelados em glicerol a - 70°C, procedimento ja realizado para os fungos da

Colecdo de Microrganismos de Referéncia do INCQS, o fungo anamorfico Penicillium

simplicissimum INCQS 40211, e os basidiomicetos Psilocybe sp. INCQS 40212, Lentinula

edodes INCQS 40220 (CCT 4519) e Ceriporiopsis sp. INCQS 40260.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Selecao de fungos de sedimento de igarapés em Manaus (AM) e da Coleciao de

Microrganismos de Referéncia do INCQS eficientes na descoloracio de corantes

4.1.1. Selecdo das amostras de sedimento com capacidade de descolorir corantes

Apo6s 2 dias de incubagdo das amostras ambientais foi realizada a analise visual dos
meios e observado que em todos os frascos de IDB e IDN ocorreu completa descoloragao,
porém a biomassa flngica apresentou coloragdo respectiva ao corante utilizado,

caracterizando adsor¢ao do corante.

Quanto a analise por espectrofotometria as médias com o percentual de descoloragao
estdo descritos na Tabela 3. Com base nos célculos de absorbancia dos picos caracteristicos
foi confirmado que os frascos de IDB com o corante V198 (Figura 10) e com A21 (Figura
11), e de IDN com V198 (Figura 12) e com A21 (Figura 13) apresentaram alto percentual de
descoloragao, com média entre 85 ¢ 100% em 2 dias, e em 7 dias 100% em todos os frascos

testados.

Com relagdo aos frascos de IR, a biomassa ndo adsorveu os corantes, pois esta
apresentava coloracdo cinza. Ja o sobrenadante apresentou coloracdo diferente do corante
utilizado, marrom claro com V198 (Figura 14) e cinza com A21 (Figura 15). Como descrito
na Tabela 3 o frasco de IR na presenga de V198 (100 ppm) apresentou bons resultados na
analise por espectrofotometria com média de descoloracdo de 85% ao fim de 7 dias de

incubacdo e na concentracao maior (200 ppm) foi de 73%.

Junghanns et al. (2007) observaram que apds o tratamento de diferentes corantes por
fungos, novos espectros foram obtidos, indicando a formacao de metabdlitos. Foi observado o
desaparecimento do pico caracteristico do corante de 520 nm e o surgimento de novo espectro
de aproximadamente 474 nm em 7 dias. Assim com base nesta observacao, na coloracao da
biomassa e na coloracdo do meio ¢ possivel inferir que ocorreu degradagdo do corante nos

frascos de IR na presenca do corante V198.

Na presenga do corante A21, a descoloracdo ocorrida nos frascos de IR foi de 79% em
100 ppm, e em 200 ppm de 32% apds 7 dias de incubagdo. O tratamento de A21 por IR
apresentou perfil diferente do observado com o corante V198, pois nao foi observado

desaparecimento do pico caracteristico (675 nm) e nem o surgimento de um novo pico. Deste
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modo, pode-se inferir que a coloragdo mais escura do meio deve-se provavelmente pela
liberacdo de pigmentos coloridos ao meio, tornando o meio com coloragdo diferente da
inicial.

Os frascos que apresentaram menor percentual de descoloragdo foram os de 1A, onde

os melhores resultados foram, na presenga do corante V198 (100 ppm) com 37,7% e na

presenga do corante A21 (100 ppm) com 32% (Tabela 3).

Apesar da biomassa dos frascos de IDN e IDB terem demonstrado caracteristicas de
adsor¢ao do corante, a coloracdo da biomassa era mais clara que o corante utilizado. Assim os
fungos, possivelmente, estavam atuando tanto enzimaticamente na descoloracdo quanto na
adsor¢do de forma abiotica. Portanto, os frascos de IDN e IDB foram selecionados para o
proximo experimento, assim como o frasco de IR pelo fato do pico referente ao corante V198

(520 nm) ter desaparecido.

Figura 10: Frascos de IDB incubados com corante V198 na concentracao de 100 ppm, onde A
¢ o controle e B ¢ o tratamento, e de 200 ppm, onde C ¢ o controle e D ¢ o tratamento, apos 7

dias de incubacao.

Figura 11: Frascos de IDB incubados com corante A21 na concentragdo de 100 ppm, onde A
¢ o controle e B ¢ o tratamento, ¢ de 200 ppm, onde C ¢ o controle e D é o tratamento, apos 7

dias de incubagao.

¥
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Figura 12: Frascos de IDN incubados com corante V198 na concentragdo de 100 ppm, onde A
¢ o controle e B ¢ o tratamento, ¢ de 200 ppm, onde C ¢ o controle e D é o tratamento, apos 7

dias de incubacao.
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Figura 13: Frascos de IDN incubados com corante A21 na concentragao de 100 ppm, onde A

¢ o controle e B ¢ o tratamento, ¢ de 200 ppm, onde C ¢ o controle e D é o tratamento, apos 7

dias de incubacao.

Figura 14: Frascos de IR incubados com corante V198 na concentragao de 100 ppm, onde A ¢

o controle e B ¢ o tratamento, e de 200 ppm, onde C ¢ o controle e D ¢ o tratamento, apds 7

dias de incubacao.
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Figura 15: Frascos de IR incubados com corante A21 na concentragdo de 100 ppm, onde A ¢

o controle e B ¢ o tratamento, e de 200 ppm, onde C € o controle e D ¢ o tratamento, apos 7

dias de incubacao.
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Tabela 3: Percentual de descoloracdo das amostras de sedimento de igarapés da Regido de
Manaus - AM

Percentual de descoloracao (%)

Amostras
2 dias 4 dias 7 dias

IDB - V198 100 ppm 99,6 100 100
IDB — V198 200 ppm 94,2 97,8 100
IDB — A21 100 ppm 100 100 100
IDB — A21 200 ppm 99,6 100 100
IDN - V198 100 ppm 99,8 100 100
IDN — V198 200 ppm 86,6 100 100
IDN — A21 100 ppm 100 100 100
IDN — A21 200 ppm 99,4 100 100
IR = V198 100 ppm 22,9 76,2 85

IR — V198 200 ppm 9,3 72,1 73,2
IR — A21 100 ppm 1 68,1 79

IR — A21 200 ppm 8 43,4 32

IA -V198 100 ppm 22,7 24 37,7
IA — V198 200 ppm 1,5 11 15,4
IA — A21 100 ppm 38,5 47,6 32,4
IA — A21 200 ppm 14,1 10,1 15,6

Nota: IDN — Igarapé Reserva Ducke N; IDB — Igarapé Reserva Ducke ponto Bo; IR — Igarapé Ramal Agua

Branca; IA — Igarapé Acara.

4.1.2. Isolamento de fungos do sedimento de igarapés

Para isolamento dos fungos presentes nas amostras do sedimento capazes de descolorir
os corantes, placas com meio PDA + corante foram inoculadas com as culturas dos frascos
que apresentaram bom percentual de descoloragcdo (IDN, IDB e IR) descritos no item 4.1.1.

Assim foram isolados os fungos filamentosos que cresceram em PDA, ou seja, os que
prevaleceram na competi¢ao pelo substrato e foram tolerantes ao corante. No total foram
isolados 5 fungos, sendo 2 de IDN, 2 de IDB e 1 de IR. Estes isolados receberam os codigos
DKNA1, DKNA2, DKBVI1, DKBV2 e RV1, respectivamente.

4.1.3. Caracterizacio morfologica e identificacio dos isolados

Foram realizadas caracterizagdes morfologicas dos fungos filamentosos isolados (item
4.1.2). As identificagdes de cada isolado e seus pontos de coleta estao apresentadas na Tabela

4.
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Tabela 4: Identificacao dos isolados de sedimento de igarapés em Manaus — AM.

Pontos de coleta Isolados Identificacao

Reserva Ducke ponto N (IDN) DKNAI Aspergillus japonicus
DKNA2 Aspergillus sp.

Reserva Ducke ponto Bo (IDB) DKBVI Acremonium sp.
DKBV2 dematiaceo

Ramal (IR) RVI Fusarium sp.

4.1.3.1. DKNAI1 Aspergillus japonicus

O isolado identificado como DKNA1 apresentou caracteristicas comuns a Aspergillus
Jjaponicus, pois na avaliagdo macroscopica em MEA foi observada esporulacdo negra e
esparsa, micélio amarelado e verso amarelo. Em CYA2S5 foi observada esporulagdo negra
compacta no centro e mais esparsa ao redor com bastante micélio estéril de cor amarelada,
verso amarelo. Em CYA37 a esporulagdo era negra compacta e umbutonada, e verso negro.
Em CZ a colonia apresentou esporulagdo negra compacta, micélio creme e verso amarelo
limdo e em CY20S foi observado micélio estéril creme e felpudo, esporulagdo esparsa e verso
amarelo forte (KLICH & PITT, 1988). Na Figura 16 estdo apresentadas as colonias do fungo

em todos os meios utilizados para sua identificacao.

Também foram observadas caracteristicas microscopicas como o tamanho do estipe,
da fialide, da vesicula, que apresentou aspecto globoso, € dos conidios que eram globosos e
espiculados (Figura 17) (KLICH, 2002; KLICH & PITT, 1988). Espécies deste género sao

freqlientemente encontradas em solo (DOMSH et al., 1980).
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Figura 16: Caracteristicas macroscopicas apresentadas por 4. japonicus (DKNAT) nos meios

de cultura: A— MEA; B—-CYA25;C-CYA37;D-CY20Se E-CZ.

Figura 17: Caracteristicas microscopicas apresentadas por A. japonicus (DKNAL): A —

detalhe da vesicula, das fialides e dos conidios; B — estipes e cabegas conidiais.
4.1.3.1. DKBV1 Acremonium sp.

O isolado DKBVI1 apresentou caracteristicas comuns ao género Acremonium Ssp.
Macroscopicamente apresentou colonia branca, plana, compacta, com aspecto algodoado e
crescimento rapido apos 5 dias de incubagdo (SAMSON et al., 2002). As imagens referentes a

coldnia deste isolado ndo foram incluidas, pois estavam fora de foco.

Microscopicamente o fungo apresentou micélio septado muito fino (1 - 3um),
ramificado e hialino, presenga de muitas anastomoses entre as hifas, pequenos esporos

globosos agrupados em forma de flor produzidos em frageis cadeias na extremidade das
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fialides e alguns esporos cilindricos e alongados (Figura 18). Muitas espécies deste género sao

isoladas de plantas mortas e de solo (DOMSH et al., 1980; SAMSON et al., 2002).

Este isolado ndo foi identificado quanto ao género devido a grande dificuldade
existente na identificacdo de espécies deste género e pela escassez de literatura para

identificacao precisa desta espécie.

Figura 18: Caracteristicas microscopicas apresentadas por Acremonium sp. A — anastomose
entre hifas hialinas, B — detalhe dos esporos cilindricos e alongados, C — detalhe dos esporos
globosos agrupados em forma de flor nas extremidades das fialides e D — micélio ramificado e

hialino.
4.1.3.3. RV1 Fusarium sp.

O isolado RV1 foi identificado somente quanto ao género como Fusarium sp. por
apresentar macroscopicamente crescimento rapido em meio soOlido, hifas aéreas e
microscopicamente diversos microconidios (Figura 19). Espécies deste género sdo comuns em
solo (DOMSH et al., 1980; SAMSON et al., 2002). Nao foi identificada a espécie, pois
espécies deste género apresentam grandes variagdes nas caracteristicas fenotipicas, sendo
assim as caracterizagdes baseadas somente na morfologia sdo dificultadas, havendo
necessidade de outros métodos taxondmicos, como a molecular, o que leva a taxonomia
polifasica (PASCOE, 1990a; PASCOE, 1990b; GUARRO & GENE, 1992; NELSON et al.,
1994). Mas nesta fase dos experimentos ndo houve possibilidade para realizar esta outra

caracterizagao.
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Figura 19: Caracteristicas apresentadas por Fusarium sp. (A) Caracterisitica macroscopica em

PDA + V198 e (B) Caracteristica microscopica com detalhe de microconidios.
4.1.3.4. DKBV2 dematiaceo e DKNA?2 Aspergillus sp.

O isolado DKNAZ2 foi identificado somente ao nivel de género como Aspergillus sp.,
pois apresentou vesicula e fidlides caracteristicas a este género com presenga de conidios
globosos. DKBV?2 foi identificado como pertencente a familia Dematiacea (SUTTON, 1980;
ELLIS, 1971), pois apresentou micélio negro. Infelizmente ndo foi possivel registrar as

observagoes morfologicas destes dois fungos através das imagens digitalizadas.

Nao foi identificada a espécie do isolado DKNAZ2, pois as caracteristicas apresentadas
confundiam-se com a de outras espécies do género e o isolado DKBV2 nao foi identificado,
pois ndo foram observadas as estruturas de reproducdo o que ndo permitiu nem mesmo a

identificacao do género.

4.1.4. Selecio de fungos isolados de sedimento de igarapés em Manaus e da
Colecao de Microrganismos de Referéncia do INCQS com capacidade de descolorir em
meio liquido

Foram avaliados individualmente os 5 isolados do sedimento de igarapés em Manaus —

AM, Aspergillus japonicus DKNAI1, Acremonium sp. DKBV1, o Dematiaceo DKBV2,

Aspergillus sp. DKNA2 e Fusarium sp. RV1, assim como em associagao.

Estudos com microrganismos em associagdo tém sido realizados e tém apresentado
resultados promissores (ASHGER et al., 2007; MACHADO et al., 2006; FANG et al., 2004).
Assim foram testados em associagdo Acremonium sp. DKBV1 juntamente com o Dematiaceo
DKBV2 e Aspergillus sp. DKNA2 em associacdo com Aspergillus japonicus DKNAT1, pois

estes fungos foram isolados do mesmo ponto de coleta (item 5.2.1.).

Foram avaliados ainda os fungos da Cole¢cdo de Microrganismos de Referéncia, L.

edodes INCQS 40220, Psilocybe sp. INCQS 40212 e Ceriporiopsis sp. INCQS 40260.
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Inicialmente foram testados na presenca de 100 ppm de V198 somente os fungos
isolados de sedimento, Aspergillus japonicus DKNA1, Aspergillus sp. DKNA2, Acremonium
sp. DKBV1, dematiaceo DKBV2, Fusarium sp. RV1 e as associagdes juntamente com o
fungo de referéncia L. edodes. Destes fungos, os que apresentaram boa capacidade de
descoloragdo em relagdo ao corante V198 foram também testados na presenca de A21, na

mesma concentragdo. juntamente com os demais fungos da Colecdo de Microrganismos de

Referéncia do INCQS.

Inversamente ao realizado com os isolados de sedimento de Manaus, os fungos da
Colegao de Microrganismos de Referéncia do INCQS foram primeiramente testados com o
corante A21 e aqueles que fossem eficientes na descoloracdo deste corante seriam também
testados na presenca de V198. Estes fungos foram incluidos posteriormente ao estudo, por
1Ss0 ndo seguiram a mesma seqiiéncia usada para os fungos isolados de sedimento de igarapés

em Manaus.

4.1.4.1. Fungos testados na presenca do corante V198

Na Tabela 5 estdo apresentados os percentuais de descolora¢dao nos tempos 0, 2, 5, 7,

14, 16, 19, 21 e 28 dias de cada isolado testado e as associagdes na presenga de V198 .
4.1.4.1.1. Aspergillus japonicus DKNA1

A. japonicus DKNA1 apresentou em 7 dias de incubacdo 95,3%, de descoloracdo do
corante V198 na concentracdo de 100 ppm, porém em 14 dias apresentou redug¢do no
percentual para 68,9% e em 28 dias alcangou percentual proximo ao inicial (90,4%), esta
flutuagao pode ter ocorrido devido a adsor¢do e dessor¢dao do corante pela biomassa (Figura

20). Este mesmo perfil de dessorcdo do corante foi observado por outras espécies de

Aspergillus (EL-RAHIM & MOAWAD, 2003).

O pico caracteristico deste corante (520 nm) foi reduzindo apo6s 14 dias de incubacao,
chegando em 28 dias com pico de 508 nm em uma das duplicatas € na outra o pico
desapareceu, segundo Glenn & Gold (1983) somente quando o pico desaparece ¢ possivel
afirmar que houve degradagdo, no entanto a biomassa apresentou certa modificagdo na
coloragdo em 28 dias o que pode caracterizar degradacdo intracelular, assim por ter reduzido o
pico caracteristico e ter modificado a coloracao da biomassa este foi selecionado para o teste

de descoloragdo com o corante A21.

A mesma espécie deste estudo, Aspergillus japonicus, foi avaliada em outro estudo

quanto a capacidade de adsorcao de corante azo na concentragao de 50 ppm pela biomassa

45




4. Resultados e Discussdo

morta, ¢ obtiveram 4% de descoloracdao do corante Preto Reativo 8, 9% do Marrom Reativo 9
e 7% do Verde Reativo 19 (KUMARI & ABRAHAM, 2007). Assim ¢ possivel inferir que a

biomassa viva apresenta maior capacidade de adsor¢do de corantes do tipo azo.

O alto percentual de descoloracao obtida pelas células vivas de A. japonicus pode
envolver mecanismos mais complexos que a adsor¢ao, como a atuacao do sistema enzimatico

(e.g. oxidases extracelulares e intracelulares) (FU & VIRARAGHAVAN, 2001).

Figura 20: A — Frasco do controle corante V198 (100 ppm); B — Frasco do tratamento com A.
japonicus DKNAT1 ap6s 28 dias de incubacao.

4.1.4.1.2. Aspergillus sp. DKNA2

Aspergillus sp. DKNA2 na presenga do corante V198 em 2 dias apresentou 8,2% de
descoloracao (Tabela 5), j4 em 5 dias de incubacdo apresentou coloracdo marrom escuro e
permaneceu até 28 dias nesta condigdo. O pico caracteristico do corante (520 nm) nao
desapareceu e foi observado aumento de um pico na regido proxima a 355 nm. Segundo
Souza & Peralta-Zamora (2006), as estruturas aromadticas absorvem fortemente na regiao
proxima a 300 nm o que pode caracterizar produ¢do de novos metabolitos, sendo assim esta
pode ser a causa do aumento significativo na absorbancia nesta regido e conseqiientemente do
escurecimento do meio, que por outro lado também pode ter sido causado pela a producgdo de
pigmentos coloridos naturalmente produzidos pelos fungos e que confundem a interpretacao

dos resultados (COOKSON, 1995).
4.1.4.1.3. Associacido de Aspergillus japonicus DKNA1 e Aspergillus sp. DKNA2

Na associagdo entre 4. japonicus DKNA1 + Aspergillus sp. DKNA2 a descoloragao de
V198 foi eficiente alcangcando em 7 dias de incubacdao o percentual de 82,8%; em 14 dias
apresentou reducdo drastica (39%) que em 16 dias aumentou novamente (66,1%) e
gradativamente subiu o percentual de descoloracdo até alcancar 78,6% em 28 dias de
incubagdo. O meio apresentou coloragdo marrom claro e a biomassa vermelha. Ou seja, o

resultado obtido em 7 dias voltou a se repetir ao final de 28 dias. A flutuagdo presente na
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descoloragdo pela associagdao pode ter ocorrido devido a dessorc¢ao e sor¢cdo do corante pela

biomassa, como ocorreu anteriormente com o isolado DKNAT (item 4.1.4.1.1)

Sendo assim, ndo foi possivel reproduzir os resultados obtidos a partir dos testes
inicias com as amostras de sedimento IDN de onde estes fungos foram isolados (Tabela 3,
item 4.1.1.); provavelmente havia na amostra de sedimento algum fungo mais eficiente, que
juntamente com os outros fungos isolados descoloriram eficientemente o corante, mas nao foi

isolado.
4.1.4.1.4. Acremonium sp. DKBV1

Neste estudo Acremonium sp. DKBV1 foi capaz de reduzir rapidamente a coloragao
do meio, apresentando em 2 dias 89,5% de descoloracdo do corante V198, e em 16 dias
alcancou 100% de descoloracdo, porém em 28 dias a porcentagem retornou ao nivel inicial
(89,7%) (Tabela 5) e foi observado forte caracteristica de adsor¢do do corante (Tabela 5).
Assim, a flutuagdo na descoloracao pode ter ocorrido devido a dessorcao e sor¢do do corante
pela biomassa. Esta observagdo ¢ confirmada como adsor¢do do corante, pois segundo Glenn
& Gold (1983) no caso de degradacdo o pico caracteristico desapareceria definitivamente, e

nesta avaliagdo nao foi observado o desaparecimento do pico.

Nao foram encontrados trabalhos relacionados a descoloragdo utilizando espécies
deste género, porém Bhatt et al. (2006), observaram a capacidade de Acremonium sp.
mineralizar 34% de um contaminante aromatico de sedimento marinho, ciclotrimetileno-
trinitro-amina, em 58 dias de incubagdo. Portanto, este género apresenta potencial para

degradar diferentes compostos.
4.1.4.1.5. dematiaceo DKBV2

O dematiaceo DKBV2 nio foi capaz de descolorir eficientemente o corante azo V198
(Tabela 5), intensificou a coloracao do meio a partir do 5° dia e ao final de 28 dias tornou o
meio vinho escuro. O pico caracteristico do corante (520 nm) ndo desapareceu e na regiao
proxima a 300 nm houve aumento na absorbancia, caracteristica semelhante a apresentada
pelo isolado Aspergillus sp. DKNA2 (item 4.1.4.1.1.). Ou seja, produtos da degradagdo ou

pigmentos coloridos estdo sendo detectados visivelmente e através da espectrofotometria.
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4.1.4.1.6. Associacao entre Acremonium sp. DKBV1 e dematiaceo DKBV2

Na associacdo entre o dematiaceo DKBV2 e Acremonium sp. DKBV1 o corante foi
adsorvido pela biomassa, pois apresentou coloragdo vermelho escuro. O percentual de
descoloracdo do corante inicialmente foi de 14,8% (Tabela 5) e a partir do 7° dia houve
intensificacdo na coloragdo do meio, tornando-se vermelho escuro. O pico caracteristico do
corante ndo desapareceu e foi observado aumento da absorbancia na regido proxima a 300
nm. Comparando os resultados dos fungos avaliados isoladamente e em associagdo, nota-se
que o dematiaceo DKBV?2 ¢ o responsavel pelo escurecimento do meio no tratamento pela

associacao Acremonium sp. DKBV1 com dematiaceo DKBV2 (item 4.1.4.1.4.).
4.1.4.1.7. Fusarium sp. RV1

Apo6s 2 dias da adigdo do corante, o tratamento por Fusarium sp. RV1 apresentou
descoloragdao de 74,6%, entre o 5° e o 16° houve oscilagdes no percentual, em 19 dias
alcangou 100% de descoloracdo e manteve até o fim de 28 dias (Tabela 5). A partir do 5° dia
foi observado reducdo do pico caracteristico, em 19 dias desapareceu e em 21 dias surgiu
novo pico. A biomassa apresentou coloracdo cinza e o meio coloragdo marrom, o que poderia

ser resultado da produgdo de outros compostos também coloridos.

Na Figura 21 ¢ mostrado o espectro obtido apos o tratamento com Fusarium sp. RV1
na presenca do corante V198, onde observa-se o pico caracteristico de 520 nm do corante no
tempo 0, seguido de desaparecimento em 19 dias de incubagdo e o surgimento do novo pico

de aproximadamente 476 nm em 28 dias de incubagao.

Junghanns et al. (2007) observaram que apos o tratamento de varios corantes por
diferentes fungos aquaticos, novos picos além dos picos dos corantes foram obtidos,
indicando transformacdo dos corantes em metabdlitos. Com base nos trabalhos de Glenn &
Gold (1983), que afirmaram que a degradacao do corante ¢ comprovada pelo desaparecimento
do pico caracteristico do corante e de Junghanns et al. (2007), este isolado pode também ter

transformado o corante em metabolitos que foram detectados através da espectrofotometria.

Rodriguez et al. (1996) avaliaram a capacidade de Fusarium oxysporum e F. solani de
degradarem substancias aromaticas como a lignina. A eficiéncia na degradagao de lignina por
estes isolados foi atribuida a presenca de enzimas oxidativas ndo especificas. A lignina ¢ um
composto aromatico, portanto estas enzimas podem também estar presentes no Fusarium sp.

RV1 atuando na degradagdo do corante V198.
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Comparando os resultados obtidos com Fusarium sp. RV1 (Tabela 5) com aqueles
obtidos anteriormente a partir das culturas do sedimento (IR) (Tabela 3), pode-se afirmar que
este isolado era o fungo que estaria atuando nos frascos de IR, pois apresentou as mesmas

caracteristicas observadas inicialmente (item 4.1.1.).
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Figura 21: Espectros de absorbancia de Fusarium sp. RV1 na presenca do corante V198. A)
Pico caracteristico de 520 nm no tempo 0; B) desaparecimento do pico caracteristico em 19

dias; C) Novo pico de 476nm em 28 dias de incubagdao com Fusarium sp RV1.
4.1.4.1.8. Lentinula edodes INCQS 40220

Na Figura 22 esta representado em grafico o perfil de descoloragdo do corante V198
por L. edodes INCQS 40220. Ap6s 5 dias de incubagao foi observado 70,7% de descoloracgao,
em 7 dias obteve 95,3% e em 14 dias alcancou 100% de descoloragdao que foi mantido até 28
dias de incubagdo (Tabela 5). Em relagdo ao pico caracteristico do corante, foi observado que
foi reduzindo até 7 dias e em 14 dias desapareceu, ndo reaparecendo até 28 dias, ou seja, esta
caracteristica ¢ confirmada como degradagdo deste corante. Outros estudos (BOER et al.
2004; NAGALI et al. 2002) com esse fungo comprovam sua grande capacidade de descolorir

diversos corantes em meio liquido.
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Tabela 5: Percentual de descoloracao dos fungos testados somente na presenca do corante

V198 por 28 dias de incubagao.

PERCENTUAL DE DESCOLORACAO (%)

Isolados
Odias | 2dias | Sdias | 7dias | 14 dias | 16 dias | 19 dias | 21 dias | 28 dias
Tempo
A. japonicus DKNA1 0 53,5 89,5 95,3 68,9 71,1 69,3 74,9 90,4
Aspergillus sp.DKNA2 0 8,2 0 0 0 0 0 0 0
A. Jjaponicus 0 54,9 78,8 82,8 39 66,1 70,2 78,6 78,6
DKNA 1+Aspergillus
sp.DKNA2
Acremonium sp. DKBV1 0 89,5 97,6 97,1 98,9 100 95 89,5 89,7
dematiaceo DKBV2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acremonium sp. 0 14,8 13,8 0 0 0 0 0 0
DKBV 1+dematiaceo
DKBV2
Fusarium sp.RV1 0 74,6 53,3 42,7 59,1 52,4 100 100 100
L. edodes INCQS 40220 0 24,2 70,7 90,3 100 100 100 100 100
120
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Figura 22: Grafico do percentual de descoloracao dos corantes V198 e A21 por L. edodes
INCQS 40220 em 28 dias de incubacao
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4.1.4.2. Fungos testados na presenca do corante A21

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de descoloracdo do corante tipo
ftalocianina A21 em 0, 2, 5, 7, 14, 16, 19, 21 e 28 dias, por Psilocybe sp. INCQS 40212,
Ceriporiopsis sp. INCQS 40260 e A. japonicus DKNAI, que dentre aqueles isolados de
Manaus foi o fungo que apresentou melhor percentual de descoloragdo do corante V198 e
caracteristicas de transformacdo do corante pela biomassa. Apesar de Fusarium sp. ter
apresentado bom percentual de descoloragdo, este ndo foi testado pois apresentou coloragao
visivel no meio apds os 28 dias de incubagdo. O fungo de referéncia L. edodes, também foi

avaliado na presenga de A21.
4.1.4.2.1. Psilocybe sp. INCQS 40212

Psilocybe sp. INCQS 40212 em 14 dias apresentou 98,6% de descoloragdo na
presenca do corante A21, no entanto a partir de 16 dias comecou a reduzir este percentual e
em 28 dias apresentou 41% de descoloracdo (Tabela 6) e visivelmente o meio estava verde,
sendo que o corante tem coloracdo azul. O pico caracteristico do corante (675 nm) ndo
desapareceu apds tratamento por Psilocybe sp. INCQS 40212 e apresentou aumento na regiao
proxima a 300 nm, o que pode caracterizar transformacdo do corante e/ou producao de

metabolitos.

Ja foi observado em outros estudos que Psilocybe sp. apresenta capacidade de
degradar compostos aromaticos (da SILVA et al., 2003b) e ainda que pode ser aplicado em
biorremediacdo (COMPART et al., 2007), porém neste estudo esta espécie ndo apresentou

eficiéncia na descoloracao de corantes, sendo assim nao foi testado na presenca de V198.
4.1.4.2.2. Ceriporiopsis sp. INCQS 40260

Apos 2 dias de incubacdo Ceriporiopsis sp. INCQS 40260 na presenca do corante A21
obteve 11,2% de descoloragdo, que foi reduzido em 5 dias para 4,8%. No entanto, apos esta
reducdo houve aumento da descoloracdo para 68% no 7° dia seguido de aumento gradual até
alcangar 100% em 19 dias de incubacdao e manteve este percentual até 28 dias (Tabela 6). O
pico caracteristico do corante desapareceu em 19 dias e permaneceu até 28 dias,0 que
caracteriza, segundo Glenn & Gold (1983), a degradacao do corante, porém a biomassa estava
com coloragao respectiva ao corante, azul, caracterizando a adsor¢ao. Deste modo, por ser um
fungo basidiomiceto como o fungo de referéncia L. edodes INCQS 40220, e ndo ter

apresentado capacidade superior de descoloragdo ao do fungo de referéncia (item 4.1.4.2.3.),
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ou seja, sem apresentar caracteristica de adsorcdo, Ceriporiopsis sp. INCQS 40260 nao foi

testado na presenga do corante V198.
4.1.4.2.3. Aspergillus japonicus DKNA1

Na presencga de A21 este isolado apresentou descoloragdo mais rapida do meio do que
quando na presenca de V198 (Tabela 5), pois em 2 dias de incubagao descoloriu 96,3% e em
5 dias alcangcou 100% de descoloracdo, porém em 14 dias apresentou decréscimo no
percentual para 98,7%, e foi reduzindo este percentual até 21 dias alcangando 68,8% (Tabela
6), ou seja, também apresentou caracteristica de dessor¢ao do corante (Figura 23). O pico
caracteristico do corante desapareceu apods 5 dias de incubagdo e reapareceu em 14 dias,
permanecendo até 28 dias, que confirma se tratar de adsor¢do do corante (GLENN &GOLD,

1983), ndo foi observado aumento da absorbancia em nenhum dos espectros.

Kumari & Abraham (2007) avaliaram a capacidade da biomassa morta de A. japonicus
de descolorir 2 ftalocianinas, Azul Reativo 38 e Azul Reativo 3, e foi observado baixo
percentual de descoloragdo, 20% e 12%, respectivamente. Assim, como observado no teste
com o corante do tipo azo (item 4.1.4.1.1.), a biomassa viva de 4. japonicus DKNA1 também
apresenta capacidade superior ao da biomassa morta na adsor¢do de corantes como as
ftalocianinas.

Alguns estudos realizados com espécies de Aspergillus demonstraram que a utilizagdo
destes como adsorventes sdo uma alternativa interessante para remocao de cor de efluentes
(PARSHETTI et al.,, 2007; FU & VIRARAGHAVAN, 2002). Portanto, A4. japonicus

apresenta potencial como adsorvente.

4.1.4.2.3. L. edodes INCQS 40220

A Figura 22 demonstra através de representacdo grafica, que o desempenho de
descoloracdo por L. edodes INCQS 40220 foi mais rdpido na presenca de A21 (97,9%) que
em V198 (70,7%), no entanto ambos alcangaram 100% em 14 dias de incubagdo. Assim, foi
comprovada a eficiéncia de L. edodes INCQS 40220 na descoloragdao de diferentes tipos de
corantes. Em relacdo a andlise do pico caracteristico de A21, L. edodes reduziu o pico até 7
dias e em 14 dias o pico do corante desapareceu e permaneceu nesta condicao até 28 dias de

incubacao.
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A Tabela 7 apresenta o resumo dos percentuais de descoloragdo referentes a cada

fungo testado na presenga de V198 e de A21 apos 28 dias de incubagdo.

T . | T— - ]
Figura 23: 1 — Frascos antes da filtracdo; 2 - Frascos filtrados em membrana 0,22 pm. A —

Controle corante A21 (100 ppm); B — Frasco do tratamento com A. japonicus DKNAT apos

28 dias.

Tabela 6: Percentual de descoloracao dos fungos testados somente na presenca do corante

A21 por 28 dias de incubagao.

PERCENTUAL DE DESCOLORACAO (%)

Isolados
0 dias | 2 dias 5 dias 7 dias 14 dias 16 dias 19 dias 21 dias | 28 dias

Tempo
Psilocybe sp. 0 47,5 62,4 70,2 98,6 93,1 88,4 72,6 41
INCQS 40212
Ceriporiopsis  sp. 0 11,2 4.8 68 85,2 92,8 100 100 100
INCQS 40260
A. Jjaponicus 0 96,3 100 100 98,7 91,3 88,7 78,8 84,8
DKNA1
L. edodes INCQS 0 51,3 97,9 97,9 100 100 100 100 100

40220
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Tabela 7: Resumo do percentual de descoloracdo dos fungos testados em 28 dias de

incubagao.
Isolados Percentual de descoloracio
V198 A21
Asperqgillus japonicus DKNA1 90,4 84,8
Aspergillus sp. DKNA2 0 NT
Aspergillus japonicus DKNA1 + Aspergillus
sp. DKNA2 78,6 NT
Acremonium sp. DKBV1 86,7 NT
Dematiaceo DKBV2 0 NT
Acremonium sp. DKBV1 + dematiaceo
DKBV2 0 NT
Fusarium sp. RV1 100 NT
L. edodes INCQS 40220 100 100
Psilocybe sp. INCQS 40212 NT 41
Ceriporiopsis sp. INCQS 40260 NT 100

NT — nao testado

4.1.5. Estudo da descoloracio em meio liquido pelos fungos selecionados

Os fungos isolados de sedimento de igarapés em Manaus apresentaram forte
caracteristica de adsor¢do e dessor¢dao do corante ao longo do periodo de incubagdo, sendo
que alguns intensificaram a coloragdao. Sendo assim, nenhum dos isolados foram selecionados
para os estudos de descoloragdo com os demais corantes. Os fungos da Cole¢ao de
Microrganismos de Referéncia, Psilocybe sp. INCQS 40212 e Ceriporiopsis sp. INCQS
40260 que foram testados com A21 e também apresentaram adsor¢do do corante. Portanto

estes fungos também nao foram selecionados.

Posteriormente aos experimentos para os fungos eficientes na descolora¢do (item
4.1.4.), foi decidido testar a capacidade de outro isolado da Colecdo de Microrganismos de
Referéncia, o fungo anamorfico Penicillium simplicissimum INCQS 40211, isolado de
sedimento estuarino, por ter sido capaz de degradar hidrocarbonetos aromaticos (da SILVA et
al., 2003b). E também justificada a sua utilizagdo por ter outros estudos com outras espécies
deste mesmo género que demonstraram capacidade de degradar e transformar lignina

(RODRIGUEZ et al., 1994).

Deste modo foram selecionados para os testes de descoloracdo de todos os corantes
isoladamente, incluindo o corante ainda ndo testado A214, e a mistura dos corantes, MXC,

apenas pelo fungo de referéncia, L. edodes INCQS 40220, e P. simplicissimum INCQS 40211.

O tempo de incubacdo foi reduzido para 14 dias com base na capacidade de L. edodes

INCQS 40220 descolorir 100% neste periodo (item 4.1.4.). Na Tabela 8 estdo apresentados os
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percentuais de descoloragdo obtidos por L. edodes INCQS 40220 e P. simplicissimum INCQS
40211 ao longo dos 14 dias de incubacdo na presenga dos corantes V198, A21, A214 e MXC.

Tabela 8: Percentual de descoloragdo dos corantes V198, A21, A214 e MXC por L. edodes
INCQS 40220 e P. simplicissimum INCQS 40211 em 14 dias de incubacao.

PERCENTUAL DE DESCOLORACAO (%)

Isolados L. edodes INCQS 40220 P. simplicissimum INCQS 40211
Corantes Tempo de incubacgio (dias) Tempo de incubacio (dias)

0 2 5 7 14 0 2 5 7 14
V198 0 55 68,2 81,1 100 0 89,8 98,4 100 100
A21 0 368 100 100 100 0 100 100 100 100
A214 0 5.6 100 100 100 0 81 99 100 100
MXC 0 29,1 943 96,7 100 0 96,3 96,7 100 100

P. simplicissimum INCQS 40211 apresentou boa capacidade de descoloracao dos
diferentes corantes testados (Tabela 8), com caracteristica comum aos outros fungos testados
anteriormente, a adsor¢dao. No entanto, foi observada descoloragdo visivel da biomassa apos a
adsor¢do do corante no decorrer dos 14 dias de incubagdo, o que pode significar uma

metabolizagdo do corante através do sistema enzimatico intracelular.

Na presenca do corante V198 foi observada completa descoloracdo por P.
simplicissimum INCQS 40211 em 7 dias de incubacdo e demonstrou grande reducdo na
coloracdo da biomassa ao longo do periodo de incubagdo (Tabela 8, Figura 24). Com base na
descoloragdao da biomassa e na reducao do pico caracteristico do corante em 2 ¢ 5 dias, até
desaparecer em 7 dias, permanecendo nesta condicdo até 14 dias, ¢ possivel que tenha
ocorrido metabolizacdo do corante. Esta observacdo ¢ confirmada como adsor¢do do corante
seguido de degradacdo, devido a redugdo na coloragdo da biomassa e ao desaparecimento do

pico caracteristico do corante (520 nm) (GLENN & GOLD, 1983).

Outro fungo nao basidiomiceto, Cunninghamela elegans, foi avaliado na presenga do
mesmo corante V198 e este apresentou, apds 7 dias de incubagdo, 80% de adsor¢do do

corante (AMBROSIO & CAMPOS-TAKAKI, 2004).

P. simplicissimum INCQS 40211 na presenca do corante A21 foi capaz de descolorir
completamente o corante em 2 dias de incubacao, apresentando maior rapidez na adsorcao do

corante quando comparado aos demais corantes testados (Tabela 8). O pico caracteristico do
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corante foi reduzido em 2 dias, em 5 dias desapareceu e manteve-se até 14 dias, assim devido
a reducdo na cor da biomassa, e o desaparecimento do pico caracteristico pode-se inferir que
ocorreu degradacdo deste corante (GLENN & GOLD, 1983). A Figura 25 apresenta a

biomassa fungica que demonstrou reducao na coloragao principalmente entre o 7° e o 14° dia.

Comparando a capacidade de descoloragdo de P. simplicissimum INCQS 40211, com
o fungo ligninolitico, Phanerochaete chrysosporium, muito estudado em relagdo a degradacao
de varios compostos toxicos, e que foi testado na presenca do mesmo corante A21, este
apresentou completa descoloragdo em 7 dias (CONEELY et al., 1999) enquanto P.
simplicissimum INCQS 40211 apresentou em 2 dias (Tabela 8). Deste modo, a capacidade
demonstrada P. simplicissimum INCQS 40211, pode ser comparada a este fungo, em relagao

ao tempo de descoloracao.

A capacidade de descoloragao dos fungos ¢ também dependente da estrutura do
corante (FU & VIRARAGHAVAN, 2001). A21, uma ftalocianina, apresenta em sua estrutura
o cobre que pode influenciar na capacidade de descolora¢dao por alguns fungos como foi
observado no estudo realizado por Novotny et al. (2004), onde A21 foi considerado o mais
toxico inibindo o crescimento de alguns fungos. Em outro estudo com o mesmo corante foi
observada maior resisténcia na descoloragdo bioldgica no tratamento com culturas de
bactérias metanogénicas (FONTENOT et al., 2003), Portanto P. simplicissimum INCQS
40211, comparado a estes outros organismos apresenta maior resisténcia e eficiéncia no

tratamento deste tipo de corante.

Na presenca do corante A214 em 7 dias foi observado 100% de descolorag@o, porém
visivelmente houve menor redu¢do na coloracdo da biomassa (Tabela 8, Figura 26). Na
analise dos espectros, o pico caracteristico do corante (608 nm) desapareceu em 5 dias e
simultanecamente um pico de 540 nm surgiu, este permaneceu em 7 dias e em 14 dias
desapareceu. A formacao destes novos picos pode ser indicativo de biotransformagdao do

corante (JUNGHANNS et al., 2007).

Quando comparado aos outros corantes testados, P. simplicissimum INCQS 40211
apresentou maior dificuldade em reduzir a coloragao da biomassa, isso ocorreu provavelmente
pela maior complexidade na estrutura deste corante. A capacidade de descoloragao dos fungos

¢ também dependente da estrutura do corante (FU & VIRARAGHAVAN, 2001).

P. simplicissimum INCQS 40211 quando testado na presenca da mistura dos corantes,
MXC, em 5 dias apresentou 100% de descoloragdo e manteve este percentual até 14 dias

(Tabela 8), foi visivelmente observada boa redugdo na coloracdo da biomassa entre 7 e 14
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dias (Figura 27). O pico caracteristico foi reduzido em 2 dias e em 5 dias o pico caracteristico
desapareceu, ndo reaparecendo em 7 ou 14 dias. Assim o tratamento de MXC por P.
simplicissimum INCQS 40211 também foi caracterizada como degradacdo, uma vez que nao

reapareceu ap6s 5 dias de incubagdo (GLENN & GOLD, 1983).

Com base nestes experimentos, P. simplicissimum INCQS 40211 possui grande
capacidade de descolorir a mistura de diferentes tipos de corantes, como monoazo (V198),
diazo (A214) e ftalocianina (A21), uma vez que o pico caracteristico do corante testado

desapareceu e ainda a coloragao da biomassa foi reduzida.

Em estudo realizado por Zheng et al. (1999) demonstraram que a espécie do género
Penicillium sp. apresenta habilidade na remog¢do de corante por adsor¢do e subseqiiente
degradagdo. No entanto, Yang et al. (2003) ao avaliarem outra espécie deste género,
Penicillium geastrivorus, nao observaram a presenca das enzimas consideradas as maiores
responsaveis pela degradacdo de corantes, como lignina peroxidase, manganés peroxidase e
lacase, o que pode representar a variabilidade na capacidade de secrecdo de enzimas por

espécies deste género.

Trabalhos relacionados a descoloragdo de corantes por P. simplicissimum ndo foram
encontrados, mas ha estudos sobre atividade enzimatica deste fungo. Em estudo realizado por
Zeng et al. (2006) foi observada a producao de lacase e que a atividade desta enzima
aumentou significativamente apds o esgotamento da fonte de carbono simples, a celulose,

passando a utilizar fonte de carbono mais complexa, a lignina.

Outro estudo demonstrou a producdo de enzima intracelular por P. simplicissimum,
como o dalcool vanilico oxidase, que ¢ responsavel por catalisar grande variedade de

compostos fendlicos (FRAAILJE et al., 1995; FRAAIJE et al., 1997).

Deste modo ¢ possivel sugerir que a reducdo na coloragdo da biomassa por P.
simplicissimum neste trabalho ocorreu visivelmente entre o 7° € o 14° dia devido ao fungo ja
ter consumido a fonte de carbono simples, glicose, e ter comecado a utilizar o corante
adsorvido como fonte de carbono complexo a partir de enzimas intracelulares ou mesmo
extracelulares. Seria necessario confirmar estas possibilidades fazendo analises para detectar a

presenca e atuacao de enzimas neste processo de metabolizagao.

No tratamento de efluentes té€xteis € utilizado o processo tradicional por lodo ativado,
onde ocorre adsor¢ao do corante. Esta ¢ uma das desvantagens encontradas neste processo,

uma vez que o teor de corantes adsorvidos pela biomassa ¢ elevado.
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P. simplicissimum apresentou caracteristica semelhante ao lodo ativado ao adsorver o
corante no inicio da incubagdo. Porém a descoloragdo da biomassa ao longo do periodo de
incubacao ¢ interessante para uma possivel aplicagdo deste fungo em tratamento de efluentes,

pois além de adsorver parte dos corantes também ha transformacao destes compostos.

| D
Figura 24: Frascos contendo o corante V198 tratados por P. simplicissimum INCQS 40211. A
— 2 dias; B - 5 dias; C — 7 dias e D — 14 dias de incubacao.

_ . j -
Figura 25: Frascos contendo o corante A21 tratados por P. simplicissimum INCQS 40211. A —
2 dias; B - 5 dias; C — 7 dias e D — 14 dias de incubacao.

Figura 26: Frascos contendo o corante A214 tratados por P. simplicissimum INCQS 40211. A
— 2 dias; B - 5 dias; C — 7 dias e D — 14 dias de incubacao.

Figura 27: Frascos contendo a mistura dos corantes MXC tratados por P. simplicissimum

INCQS 40211. A —2 dias; B - 5 dias; C — 7 dias ¢ D — 14 dias de incubagao.
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L. edodes INCQS 40220 apresentou completa descoloragdo na presenca de V198 em
14 dias de incubagdo (Tabela 8, Figura 28), como observado anteriormente (Tabela 5, item
4.1.4.1.8.). O pico caracteristico do corante foi reduzido em 5 e 7 dias, desaparecendo em 14
dias de incubacao. Assim pode-se inferir que ocorreu degradacao, devido o desaparecimento o

pico caracteristico do corante (GLENN & GOLD, 1983).

Na presenga de A21 L. edodes INCQS 40220 apresentou descoloragdo rapida
alcangando 100% em 5 dias (Tabela 8, Figura 29), anteriormente apresentou 100% em 14 dias
(Tabela 6, item 4.1.4.2.3.), no entanto revelou caracteristica ndo apresentada anteriormente, a
adsor¢ao deste corante, assim ¢ justificada a maior agilidade de descoloragdo devido a
adsorcdo do corante. Neste experimento o pico caracteristico do corante (675 nm)
desapareceu completamente em 5 dias e permaneceu ausente até 14 dias, caracterizando a

degradacao do corante (GLENN & GOLD, 1983).

Segundo Santos et al. (2004) a estrutura do corante, a composi¢ao do meio de cultura,
as condicdes de pH, temperatura e agitacdo podem influenciar nos resultados. Neste estudo foi
identificada apenas uma variavel, o volume do meio, anteriormente utilizava-se 50 mL e nesta
fase dos testes foi utilizado 150 mL, talvez esta variavel tenha influenciado na altera¢ao do
potencial de descoloragdo de L. edodes, pois foi o aumentado o volume mas nao a rotagao

utilizada (140 rpm).

Os corantes A214 (Figura 30) e a mistura MXC (Figura 31) tratados por L. edodes
INCQS 40220 apresentaram 100% de descoloragdo apods 5 e 14 dias, respectivamente (Tabela
8). No entanto, foi observado adsor¢do do corante pela biomassa no 5° dia de incubacao,

permanecendo nesta condigao até 14 dias.

Em relagdo ao desempenho de L. edodes INCQS 40220 na descoloracdo do corante
A214 foi observado que o meio apresentava coloragdo avermelhada. Na andlise dos espectros
foi observado desaparecimento do pico caracteristico do corante (608 nm) em 5 dias e
simultaneamente o surgimento do pico de 485 nm, em 7 dias este pico foi reduzido para 470
nm e em 14 dias desapareceu. Segundo Junghanns et al. (2007) a formac¢do de novos picos

pode ser um indicativo de biotransformacao do corante.

Deste modo, a estrutura deste corante pode ter influenciado na reducdo da capacidade
de descoloragdo por L. edodes. Assim, estudos posteriores com L. edodes INCQS 40220
deverdo ser realizados, a fim de observar se havera novas variagdes quanto a sua capacidade

de descoloragao.
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O pico caracteristico da mistura, MXC (620 nm), desapareceu em 14 dias de
incubacdo e ndo houve aparecimento de novos picos, deste modo é confirmada a degradacao

deste corante.

Portanto neste estudo de descoloragao P. simplicissimum INCQS 40211 apresentou
maior agilidade no tempo de descoloracdo em relagdo aos corantes V198, A21 e da MXC
quando comparado com L. edodes INCQS 40220, e mesmo apresentando adsor¢do do corante,
este foi capaz de reduzir esta coloragdo da biomassa. Em relacdo ao corante A214 ambos os
fungos apresentaram aspectos negativos apos a descoloragao, tendo L. edodes INCQS 40220
apresentado coloracdo visivel no meio e P. simplicissimum INCQS 40211 apresentou apds

adsorc¢do do corante menor capacidade de reducdo na coloragdo da biomassa.

Figura 28: Frascos contendo o corante V198 tratados por L. edodes. A — controle V198; B —2
dias; C- 5 dias; D — 7 dias e E — 14 dias de incubacao.

Figura 29: Frascos contendo o corante A21 tratados por L. edodes. A — controle A21; B — 2

dias; C- 5 dias; D — 7 dias e E — 14 dias de incubagao.

' R c‘

‘
Figura 30: Frascos contendo o corante A214 tratados por L. edodes. A — controle A214; B —2
dias; C- 5 dias; D — 7 dias e E — 14 dias de incubacao.
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Figura 31: Frascos contendo a mistura dos corantes MXC tratados por L. edodes. A — controle

MXC; B — 2 dias; C- 5 dias; D — 7 dias ¢ E — 14 dias de incubacao.

4.2.5. Avaliacao Toxicoldgica do Meio de Cultura Pos-tratamento Fungico

A utilizagdo de microrganismos na biorremediagdo pode produzir compostos
intermediarios, que algumas vezes, podem ser toxicos ou mais toxicos do que o composto
original. Assim existe a necessidade de realizacdo de estudos de descoloragdo associados a

avaliacdo de toxicidade apds o tratamento.

Alguns estudos de descoloracdo por fungos vém sendo acompanhados por analises
toxicoldgicas, utilizando testes como: a bactéria Bacillus cereus (PALMIERI et al., 2005), a
planta Lemma minor (EICHLEROVA et al., 2007), o cnidario Hydra attenuatam, a alga
Selenastrum capricornutum, sementes de alface Lactuca sativa (DELLAMATRICE et al.,
2005), Teste de Ames utilizando a bactéria Salmonella typhimurium (EL-RAHIM &
MOAWAD, 2003), microtox utilizando bactérias luminescentes (RAMSAY & NGUYEN,

2002), entre outros testes.

A fim de verificar a capacidade de alguns fungos deste estudo de reduzirem a
toxicidade apos a descoloracdo de corantes téxteis, foi realizada a analise toxicologica
utilizando o microcrustaceo Daphnia pulex, sangue periférico humano total (Ensaio cometa) e

a bactéria Salmonella typhimurium (Teste de Ames).

Inicialmente foram analisados toxicologicamente, utilizando o microcrustaceo
Daphnia pulex, os meios tratados pelos fungos que apresentaram melhores resultados na
descoloragao dos corantes V198 e A21 visivelmente e por espectrofotometria apos 28 dias de
incubagao (item 4.1.4.). Assim, foram avaliados os meios de A4. japonicus DKNAI, que teve
melhor desempenho na descoloracdo dos corantes, apesar da adsorcdo de parte deles pela

biomassa, e o meio do fungo de referéncia L. edodes INCQS 40220 (item 4.1.4).

Posteriormente os meios tratados pelos fungos selecionados no item 4.1.5., P.
simplicissimum e L. edodes foram testados com o microcrustaceo Daphnia pulex em relacao a

reducao da toxicidade dos corantes V198, A21, A214 e da mistura MXC. L. edodes foi testada
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novamente em A21 e V198, por ser o fungo de referéncia. Como estes fungos foram os que
apresentaram os melhores resultados de descoloracdo (item 4.1.5.), também foram avaliados
seus tratamentos quanto a genotoxicidade (Ensaio Cometa), utilizando sangue periférico total
humano e ainda quanto ao potencial mutagénico e citotoxico utilizando a bactéria Salmonella

typhimurium (Teste de Ames).

4.2.5.1. Avaliacao toxicologica, com microcrustaceo Daphnia pulex, dos meios
tratados por A. japonicus e L. edodes apos 28 dias de incubacio na presenca dos

corantes V198 e A21

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados de toxicidade juntamente com os
parametros fisico-quimicos dos isolados com melhores percentuais de descoloracdo apos 28

dias de incubacao.

Precedendo a exposi¢do as daphnias, foram analisados os parametros fisico-quimicos
das amostras dos corantes A21 e V198 e dos tratamentos por A4. japonicus ¢ L. edodes, pois as
daphnias vivem bem em pH entre 7,0 e 8,0 ¢ com Oxigénio dissolvido (OD) superior a 2

mg/mL, valores inferiores a estes podem influenciar na sobrevivéncia das daphnias.

Assim foi observado que todas as amostras apresentaram pH inferior a 7,0 e
precisavam ser ajustadas utilizando solugdo de NaOH 1IN, ja o OD em todas as amostras
analisadas foram superiores a 2 mg/mL, ou seja, valores em que ha possibilidade de

sobrevivéncia das daphnias (Tabela 9).

Apos a exposicao das daphnias as amostras dos corantes, foi observado que os
corantes V198 e A21 apresentaram reducdo do OD, para 0,07 mg/mL e 0,05 mg/mL,
respectivamente, ¢ que o corante V198 apresentou Fator de Toxicidade (FTd) de 125 e A21
apresentou FTd 111 (Tabela 9). Estes valores podem ter sido influenciados pela reducdo de
OD.

Os corantes do tipo azo ja sdo conhecidos quanto a sua toxicidade a diversos
organismos. Em relagdo ao corante A21, ftalocianina de cobre, Bae & Freeman (2007)
avaliaram a toxicidade de corantes do tipo azo utilizando o microcrustaceo Daphnia magna,
sendo que um dos corantes testados de outro tipo que ndo azo, o Azul Direto 218, mereceu
destaque por ter sido muito toxico as daphnias. Os autores associaram essa toxicidade a
presenca de cobre na estrutura deste corante. Deste modo a toxicidade apresentada pelo

corante A21 neste estudo pode ser devido a presenca de cobre em sua estrutura.
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Os meios tratados por A. japonicus e L. edodes, tanto na presenca de V198 quanto de
A21, foram redutores do OD (OD < 2 mg/mL), que influencia na sobrevivéncia das daphnias.
L. edodes apresentou maior percentual de redugdo da toxicidade 93,4% (FTd §,3) do V198
que A. japonicus DKNAI1, que reduziu 92% (FTd 10). J& o tratamento de corante A21 por 4.
japonicus DKNA1 reduziu 97,4% da toxicidade, enquanto L. edodes reduziu 95,5% (Tabela
9).

Abadulla et al. (2000) utilizaram a bactéria Pseudomonas putida para avaliar a
toxicidade apds o tratamento por lacase imobilizada do fungo Trametes hirsuta de 2 corantes
do tipo azo e outro tipo que apresenta cobre em sua estrutura. Eles observaram através deste
teste baixo percentual de redugdo da toxicidade, sendo 11,4% de redu¢do do corante azo Preto
Reativo 5, 39% do azo Azul Direto 71 e 4,1% do corante com presenca de cobre na estrutura.
Comparando estes resultados com os obtidos neste trabalho, L. edodes e A. japonicus DKNA1
sao mais eficientes na reducao da toxicidade de corantes do tipo azo e de corantes tipo

ftalocianina de cobre, como o A21.

Apesar destes resultados, A. japonicus DKNA1l ndo foi selecionado para os
experimentos posteriores, pois nos experimentos anteriores de descoloragao a reducdo da cor
do meio foi resultado principalmente da adsor¢cdo dos corantes. Este experimento com as
daphnias foi realizado com este fungo visto que era o fungo que mais se sobressaiu em

relacdo aos outros isolados de Manaus.

Tabela 9: Resultados do ensaio toxicoldgico com microcrustaceo Daphina pulex dos
isolados que apresentaram melhor percentual de descoloragao dos corantes V198 e A21 apds

28 dias de incubagao.

pH OD (mg/mL) FTd 24h
Amostras Antes  Apds  Antes24h  Apos24h  Valor % de
24h 24h medido reducgdo
Corante V198 4,87 6,71 4,60 0,07 125 -
A. japonicus em V198 6,90 7,09 6,09 0 10 92
L. edodes em V198 5,87 6,95 6,36 0 8,3 93,4
Corante A21 4,72 7,09 6,44 0,05 111 -
A. japonicus em A21 6,41 6,68 3,88 0,04 4 96,4
6,39 6,61 5,34 0,06 5 95,5

L. edodes em A21

Nota: OD — Oxigénio dissolvido; FTd — Fator de toxicidade.
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4.2.5.2. Avaliacao toxicolégica dos meios tratados pelos fungos selecionados P.
simplicissimum INCQS 40211 e L. edodes INCQS 40220 apos 14 dias de incubacio
na presenca dos corantes V198, A21, A214 e da mistura MXC.

Os fungos selecionados no item 4.1.5., P. simplicissimum ¢ L. edodes, foram testados
em relagdo a reducao da toxicidade dos corantes V198, A21, A214 ¢ mistura MXC através de
diferentes metodologias, com o microcrusticeo Daphnia pulex, com sangue periférico
humano quanto a genotoxicidade (Ensaio Cometa) e ainda avaliados quanto ao potencial

mutagénico e citotoxico utilizando a bactéria Salmonella typhimurium (Teste de Ames).
4.2.5.2.1. Avaliacio de toxicidade com o microcrustaceo Daphnia pulex

Inicialmente foram analisados os pardmetros fisico-quimicos que pudessem influenciar
a analise dos resultados. Foi observado que todas as amostras dos corantes V198, A21, A214
e mistura MXC e os tratamentos por P. simplicissimum e L. edodes apresentavam
caracteristicas acidas, pH em torno de 4,0 ¢ 5,0 (Tabela 10), assim foi realizado o ajuste do
pH para 7,0. O parametro de Oxigénio Dissolvido (OD) em todas as amostras apresentaram

valores superiores a 2 mg/mL (Tabela 10), ndo sendo necessaria a oxigenagao do meio.

ApoOs a exposicdo das daphnias as amostras de corantes, foi observado que todos os
corantes testados apresentaram reducdo do OD. Em relagdo a toxicidade os corantes
considerados mais toxicos foram V198 e A21, com fator de toxicidade (FTd) de 125 e 128,
respectivamente (Tabela 10). Estes resultados sdo semelhantes ao observado anteriormente
(Tabela 9), o que garante a reprodutibilidade da utilizacdo deste teste na deteccao da
toxicidade dos corantes. O corante A214 e a mistura MXC apresentaram toxicidade muito
baixa quando comparados aos outros 2 corantes, com FTd 14,3 e FTD 2,5, respectivamente

(Tabela 10).

O tratamento por P. siplicissimum apresentou bom percentual de redugdo da
toxicidade do corante V198, 87,2% (FTd 16), e do corante A21, 93,7% (FTd 8). Ja o
tratamento dos corantes V198 e A21 por L. edodes foram diferentes do apresentado
anteriormente (Tabela 9), pois aumentou para ambos os corantes em 107,2% de V198 (FTd

259) e 300,7% de A21 (FTd 513) (Tabela 10).

Como discutido anteriormente (item 4.1.5.), a alteracdo na capacidade de L. edodes de
reduzir a toxicidade, assim como em relagdo a sua capacidade de descoloragdo, pode também
estar sendo influenciada pela alteracdo do volume de meio. Contudo, em relagdo a toxicidade,
outro aspecto pode estar influenciando o aumento da toxicidade, o tempo de incubagdo. No

experimento anterior a capacidade de L. edodes reduzir a toxicidade foi testada apos 28 dias
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de incubacgdo, neste teste a avaliacdo foi realizada apos 14 dias. Assim, metabdlitos
produzidos a partir da degradacdo dos corantes por L. edodes em 14 dias de incubac¢do podem
ter influenciado nesta resposta toxica, enquanto que em 28 dias de incubagdo o proprio fungo

pode ter tido mais tempo para eliminar os compostos toxicos as daphnias.

Em estudo realizado por Nascimento (2008) foi observado que o tratamento por L.
edodes dos corantes V198 e A214 aumentaram a toxicidade em aproximadamente 20000% e
4900%, respectivamente. Assim, estes resultados demonstram que ha reprodutibilidade deste

ensaio, pois em ambos os estudos L. edodes apresentou o mesmo perfil de toxicidade.

Os meios tratados por P. simplicissimum € L. edodes apresentaram aumento na
toxicidade quando comparados ao composto original, o corante A214 (FTd 14,3). P.
simplicissimum aumentou a toxicidade em 39,9% (FTd 20) e L. edodes foi ainda mais toxico

aumentando em 599,3% (FTd 100) (Tabela 10).

L. edodes e P. simplicissimum podem ter transformado parte do corante em
metabolitos mais toxicos do que o proprio corante, que possui estrutura mais complexa. No
entanto, mesmo P. simplicissimum tendo demonstrado aumento da toxicidade, ainda foi bem

inferior ao apresentado pelo fungo de referéncia L. edodes (Tabela 10).

Como discutido anteriormente (item 4.1.5.), P. simplicissimum e L. edodes
apresentaram maior dificuldade em descolorir o corante A214 (Figura 26 e Figura 30), mas
mesmo assim parte do corante pode ter sido transformado e resultado em metabolitos toxicos.
P. simplicissimum, apesar de ter aumentado a toxicidade do meio, este ainda estava menos

toxico do que o meio apos o tratamento com o fungo de referéncia L. edodes.

Em relagdo a mistura MXC houve um aumento na toxicidade do corante apds o
tratamento pelos 2 fungos testados. P. simplicissimum aumentou a toxicidade em 3900% e L.
edodes aumentou em 40000%, quando comparados ao controle da mistura, MXC. Assim
como observado no tratamento do corante A214, P. simplicissimum apresentou toxicidade

menor que L. edodes (Tabela 10).

P. simplicissimum demonstrou capacidade de reduzir a toxicidade de corantes como
V198 (monoazo) e A2l (ftalocianina), porém aumentou a toxicidade de corantes mais
complexos como A214 (diazo) e a mistura, MXC. Deste modo, a capacidade deste fungo deve
ser avaliada quanto a detoxifica¢do para posterior aplicagdo em biorremedia¢do, pois mesmo
tendo apresentado bom percentual de descoloragcdo anteriormente (item 4.1.5.), ndo foi capaz

de reduzir a toxicidade de todos os corantes testados.
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Ja L. edodes apresentou variacdes nos resultados de descoloragao e detoxificacao,
sendo assim ¢é necessaria melhor avaliagdo da capacidade deste fungo, pois sabe-se que este
possui a capacidade de descolorir eficientemente alguns corantes (item 4.1.5), e anteriormente

apresentou bom percentual na detoxificacao de V198 e A21 (Tabela 9).

Portanto, através deste ensaio de toxicidade foi demonstrada a grande importancia e
necessidade de avaliagdo toxicologica associada aos estudos de descoloragdo, uma vez que a
descoloragdo eficiente nem sempre esta associada a reducdo da toxicidade, inviabilizando o
uso de fungos eficientes na degradacao e deficientes na reducao de toxicidade dos corantes

em processos de biorremediacao.

Tabela 10: Resultados do ensaio toxicoldgico com microcrustaceo Daphina pulex dos

fungos selecionados testados em V198, A21, A214 e na mistura, MXC ap6s 14 dias de

incubacao.
pH OD (mg/mL) FTd 24h

Amostras Antes  Apds  Antes 24h  Apdés24h  Valor % de

24h 24h medido reducao
Corante V198 490 7,02 6,1 0 125 -
P. simplicissimum em 4,59 6,68 6,0 4,6 16 87,2
V198
L. edodes em V198 5,04 6,87 6,3 2,5 259 +107,2*
Corante A21 4,87 6,71 6,08 0 128 -
P. simplicissimum em 4,82 6,74 6,1 2,7 8 93,7
A21

5,03 6,92 6,2 5,5 513 +300,7*
L. edodes em A21
Corante A214 4,79 7,11 5,73 0,05 14,3 -
P. simplicissimum em 4,40 7,24 5,34 5,38 20 +39,9*
A214

5,03 7,05 541 0,78 100 +599,3*
L. edodes em A214
Corante MXC 4,87 6,15 4,88 0,02 2,5 -
P. simplicissimum em 4,89 7,38 4,97 4,75 100 +3900*
MXC

4,94 7,54 4,65 5,50 1000 +40000*

L. edodes em MXC

Nota: OD — Oxigénio dissolvido; FTd — Fator de toxicidade; * aumento da toxicidade
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4.2.5.2.2. Avaliacao de genotoxicidade utilizando sangue periférico humano

(Ensaio Cometa).

Testes de genotoxicidade utilizando células de mamiferos sdo considerados
apropriados para identificacdo do potencial risco de grande quantidade de compostos
quimicos a saide humana. Atualmente o Ensaio Cometa tem atraido muita atengdo como um

teste indicador de genotoxicidade (PARK & CHOI, 2007).

Assim foi realizada avaliagdo da genotoxicidade dos corantes téxteis V198, A2l,
A214 e da mistura MXC e dos tratamentos destes corantes pelos fungos selecionados

anteriormente L. edodes e P. simplicissimum (item 4.1.5.).

Na Tabela 11 estdo apresentados os grupos que foram estabelecidos com o objetivo de

comparar os resultados obtidos no Ensaio Cometa com seus respectivos controles.

Assim, foram feitas as seguintes comparagdes em relacdo as Unidades Arbitrarias

Totais (UAT):

- grupo A: os valores dos solventes H,O, PBS e PDB foram comparados ao controle

celular;

- grupo B: os valores de PDB+V198, PDB+A21, PDB+A214 ¢ PDB+MXC foram

comparados ao controle de meio de cultura PDB;

- grupo C: os valores de H,O+V198, H,O+A21, H,O0+A214 ¢ H,O+MXC foram

comparados ao controle negativo H,O;
- grupo D: o valor do controle positivo MMS foi comparado ao solvente PBS

- grupo E: os valores de PDB+V198+Le e PDB+V198+Pen foram comparados ao
controle PDB+V198;

- grupo F: os valores de PDB+A21+Le e PDB+A21+Pen comparados ao controle
PDB+A21;

- grupo G: os valores de PDB+A214+Le e PDB+A214+Pen comparados ao controle
PDB+A214;

- grupo H: os valores de PDB+MXC+Le e PDB+MXC+Pen comparados ao controle
PDB+MXC;
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Tabela 11: Relacao dos grupos de controle comparados com as respectivas amostras testadas

apos a realizagdo do Ensaio Cometa utilizando células sanguineas.

Grupo Grupo B Grupo C Grupo Grupo E Grupo F Grupo G Grupo H
A Controle Controle D Controle Controle Controle Controle
+ + +
Controle PDB H,0 controle PDBV198 PDB+A21 PDB+A214 PDB+MXC
PBS
celular
(sangue)

H,O PDB+V198 H,0+V198 MMS PDB+V198+Le  PDB+A2l1+Le PDB+A214+Le PDB+MXC+Le

PDB PDB+A21 H,O0+A21 - PDB+V198+Pen PDB+A21+Pen PDB+A214+Pen PDB+MXC+Pen

PBS PDB+A214 H,0+A214 - - - - -

= PDB+MXC H,0+MXC - - - o -

Nota: PDB — Meio de cultura caldo de batata; MMS — metil metano sulfonato; Le — L. edodes;

Pen — P. simplicissimum.

Os resultados obtidos no teste de citotoxicidade e de genotoxicidade utilizando células

sanguineas estao apresentados na Tabela 12.

Em relacdo a citotoxicidade nao foi observado em nenhuma das amostras testadas
resposta tdxica, pois os percentuais de viabilidade celular em todas as amostras testadas foram

superiores a 98% (Tabela 12).

No ensaio de genotoxicidade os solventes PDB, PBS e H,O ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) quando comparados com controle celular, ou seja, nenhum
dos solventes utilizados foi genotoxico. O controle positivo MMS apresentou diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado ao seu controle, PBS, confirmando a resposta

positiva a genotoxicidade (Tabela 12).

Neste estudo os corantes do tipo azo ou que contém esta classe de corante, H,O+V 198,
H,0+A214, H,O+MXC e PDB+MXC, apresentaram caracteristicas genotoxicas significativas
(p<0,05). Tsuboy et al. (2007) avaliaram o potencial genotoxico de um azo corante, Azul
dispersivo 291, através do Ensaio Cometa e também observaram significativo dano ao DNA.
Outro estudo observou genotoxicidade em 17 dos 24 corantes do tipo azo testados (TSUDA et
al., 2000). Sendo assim, este teste ¢ sensivel para detec¢cdo de genotoxicidade destes tipos de

compostos.
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Entretanto, os azo corantes V198 ¢ A214 quando diluidos em PDB nao apresentaram
genotoxicidade significativa, o que pode caracterizar interferéncia do meio PDB reduzindo a
genotoxicidade destes corantes, uma vez que foram genotoxicos quando diluidos em agua
(H,O). Assim, esta caracteristica deve ser melhor avaliada uma vez que pode ser interferente

em resultados positivos a genotoxicidade.

A mistura MXC foi considerada a mais toxica, pois apresentou caracteristica
genotodxica significativa (p<0,05) tanto do corante em PDB (PDB+MXC), 132 UAT, quanto
do diluido em H,O (H,O+MXC), 54 UAT quando comparados aos seus respectivos controles.
Portanto, a mistura MXC pode estar potencializando a toxicidade dos corantes testados
individualmente, como ocorre nos efluentes téxteis, no qual ha mistura de corantes. Através
da exposi¢do de amostras de efluentes téxteis as células sanguineas de peixes, foi detectado

genotoxicidade através do Ensaio Cometa (SUMATHI et al., 2001).

O tunico corante testado que ndo apresentou em nenhuma das condi¢des avaliadas
caracteristica genotoxica foi a ftalocianina A21, tanto na diluicdo em H,O quanto em PDB.
No entanto, quando foram testados os tratamentos deste corante pelos fungos foi observado
que o tratamento deste corante por L. edodes apresentou caracteristica genotoxica
significativa (p<0,05), assim os produtos da degradacao deste corante por L. edodes podem ter

influenciado para o surgimento desta caracteristica (Tabela 12).

O tratamento do corante V198 por P. simplicissimum e por L. edodes nao
apresentaram caracteristicas genotodxicas quando comparados ao controle de solvente PDB.
Assim, estes fungos foram eficientes na descoloracdo de V198 (item 4.1.5.) e ndo

apresentaram potencial genotdxico apos o tratamento deste corante.

Os demais tratamentos realizados por P. simplicissimum nao apresentaram
genotoxicidade, deste modo o produto final obtido apos o tratamento por este fungo nao foi
toxico as células, tornado este fungo atraente para aplicacdo na descoloragdo, pois apresentou
bom percentual de descoloracdo anteriormente (Tabela 8) e neste experimento ndo causou

dano ao DNA das células sanguineas.

O tratamento de MXC por P. simplicissimum (PDB+MXC+Pen) apresentou reducao
na genotoxicidade (82 UAT) quando comparado ao controle PDB+MXC (132 UAT), porém
ndo foi significativa, pois p=0,05. Ja para o tratamento realizado por L. edodes apresentou
reducdo da genotoxicidade (52 UAT) que foi considerada altamente significativa, pois

p<0,01.
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Assim, P. simplicissimum mnao apresentou caracteristicas genotoxicas apds o
tratamento de todos os corantes e conseguiu reduzir a toxicidade da mistura MXC. L. edodes
reduziu significativamente a genotoxicidade da mistura MXC, o mais toxico de todos, porém
apresentou aumento da toxicidade da ftalocianina, A21. Ambos os fungos ndo apresentam
potencial genotdxico da maioria dos corantes testados e ainda sdo capazes de reduzir o
potencial genotdxico da mistura, MXC. Portanto, estes resultados sugerem que estes fungos
apresentam potencial para serem aplicados em biorremediacgdo, pois além destes resultados
positivos em relagcdo a genotoxicidade, eles descolorem eficientemente os corantes e a mistura

deles.

Neste estudo foi realizado apenas um experimento e ndo dois experimentos
independentes como recomendado para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos
(HARTMANN & SPEIT, 1987). Mas futuramente deverao ser realizados, inclusive para a

publicacao deste trabalho em revista cientifica.

Foi observada ainda a necessidade de teste com ativagdo metabolica, pois em estudo
realizado por Sharma & Sobti (2000) constatou-se que os corantes testados na auséncia de
ativacdo metabdlica apresentaram baixo potencial genotoxico, sendo este potencial
aumentado na presenca da fragdo S9, enzimas microssomais. Assim, outros estudos com os
corantes e os tratamentos fungicos também deverdo ser realizados a fim de serem observados
a potencializacdo da genotoxicidade em células sanguineas ou reducdo desta caracteristica na

presenca de fragcao S9.
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Tabela 12: Resultados do Ensaio Cometa e do ensaio de citotoxicidade em células sanguineas

humana.
Amostras Classes de Dano ao DNA (%) UAT Células
Controles 0 1 2 3 viaveis (%)
A controle-celular 85,5 9,5 1,0 4.0 47 (£2,8) 100
B PDB 91,5 4,5 3 1 27 (£0,7) 100
C PBS 90,5 5,5 1,5 2,5 32 (£1,4) NT
D H,O 94,5 4 0,5 1 16 (£1,4) NT
MMS 0 3 23,5 73,5 547*%* (£6,4) 98,5
H,0+V198 94 4 0 2 99* (£1,4) NT
E PDB+V198 74,5 14 4,5 7 20 (£19,8) 98
PDB+V198+Le 89,5 5 3,5 2 36 (+4,2) NT
PDB+V 198+ Pen 92 6,5 0,5 1 21 (£7,8) 98,5
H,0+A214 90,5 6 0,5 3 32% (£2,8) NT
F PDB+A214 72 13 8,5 6,5 99 (£21,9) 98,5
PDB+A214+ Pen 86,5 9,5 2 2 39 (+4,9) 100
PDB+A214+ Le 92 4 2,5 1,5 27 (£2,1) 99,5
H,0+A21 92 5 5,5 1 1,5 (£5,7) NT
G PDB+A21 97,5 2 0 0,5 7 (£0,7) 100
PDB+A21+ Pen 87 11 2 0 30 (£14,1) 100
PDB+A21+ Le 85 11,5 3 0,5 38 (+4,2) 99,5
H,0+MXC 81,5 12,5 3,5 2,5 54* (+1,4) NT
H PDB-+MXC 52,5 33 10,5 4 132%* (£1,4) 100
PDB-+MXC+ Pen 69,5 22 6,5 2 82 (£12,7) 99,5
PDB+MXC+Le 76 22,5 1 0,5 52%(+4,2) 100

Nota: PDB — Meio de cultura caldo de batata; MMS — metil metanosulfonato; Le — L. edodes;
Pen — P. simplicissimum; Classes de dano: 0- sem dano, 1 —dano leve, 2 —dano moderado, 3 —
dano severo; NT- ndo testado; UAT — Unidades Arbitrarias Totais; (+valor) — desvio padrao;

* p<0,05; ** p<0,01;

4.2.5.2.2. Ensaio de mutagenicidade utilizando a bactéria Salmonella typhimurium

(Teste de Ames)

Dados da literatura demonstram o potencial mutagénico de diferentes tipos de corantes
através do Teste de Ames (KNASMULLER et al., 1993; JAGER et al., 2004), que ¢ uma
metodologia de triagem validada para detec¢do de substincias mutagénicas (MARON &

AMES, 1983).

Simultaneamente ao Teste de Ames devem ser realizados os testes de toxicidade, a fim
de observar o crescimento das linhagens bacterianas, em meio rico (LB). Quando o
crescimento bacteriano for inferior a 70% em relacdo ao controle, entdo a amostra ¢

considerada toxica e esta toxicidade pode influenciar na deteccao de mutagenicidade.

Deste modo, a fim de verificar o potencial mutagénico e a toxicidade antes e apos o

tratamento por P. simplicissimum e L. edodes dos corantes monoazo V198, da ftalocianina de
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cobre A21, do diazo A214 e da mistura MXC foram realizados experimentos quantitativos,
utilizando diferentes linhagens de Salmonella typhimurium, TA97, TA98, TA100 e TA102,
que permitem avaliar a mutagénese por deslocamento do quadro de leitura por adigcdo de
bases, deslocamento do quadro de leitura por adi¢ao e delecao de bases, substitui¢do de pares

de bases e danos oxidativos, respectivamente.

Foi incluido ao teste, como controle negativo, além da H,O, o meio de cultura PDB,
uma vez que estava presente em todas as amostras de tratamento dos corantes, deste modo
seria importante avaliar se este ndo estaria interferindo na promog¢ao da mutagdo espontanea,

favorecendo “falsos positivos” ou influenciando nos resultados de toxicidade dos tratamentos.

PDB sem corante na presenca de L. edodes e de P. simplicissimum também foram
incluidos ao experimento para observacdo da toxicidade e do potencial mutagénico de
metabolitos produzidos pelo proprio metabolismo fungico na auséncia do corante. E ainda os
corantes dissolvidos em H,O para serem observadas possiveis interferéncias da mistura de

PDB com o corante teste (V198, A21, A214 ¢ a mistura MXC).

Na tabela 13 estdo descritos os grupos que foram criados a fim de serem comparados

com os resultados obtidos no Teste de Ames e de toxicidade com seus respectivos controles.

Para obter os valores médios referentes ao indice de mutagenicidade (I.M.) e as

sobrevivéncias (%) foram realizadas as seguintes comparagoes:

- grupo A: os valores de PDB, H,O+V198, H,O+A21, H,0+A214 ¢ H,O+MXC foram

comparados ao controle negativo H,O;

- grupo B: os valores de PDB+Le, PDB+Pen, PDB+V198, PDB+A21, PDB+A214 ¢

PDB+MXC foram comparados ao controle de meio de cultura PDB;

- grupo C: os valores de PDB+V198+Le e PDB+V198+Pen foram comparados ao
controle PDB+V198;

- grupo D: os valores de PDB+A21+Le ¢ PDB+A21+Pen comparados ao controle
PDB+A21;

- grupo E: os valores de PDB+A214+Le e PDB+A214+Pen comparados ao controle
PDB+A214 ¢;

- grupo F: os valores de PDB+MXC+Le e PDB+MXC+Pen comparados ao controle
PDB+MXC.
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Tabela 13: Relacao dos grupos controle comparados com as respectivas amostras testadas

apos a realizagdo do Teste de Ames e citotoxicidade utilizando a bactéria Salmonella

typhimurium.
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Controle  Grupo F Controle
Controle H,O Controle PDB Controle Controle PDBFAZ14 PDBFMXC
PDB+V198 PDBFAZL
PDB PDB+Le PDB+V198+Le PDB+A21+Le PDB+A214+Le PDB+MXC+Le
H,0+V198 PDB+Pen PDB+V198+Pen PDB+A21+Pen PDB+A214+Pen PDB+MXC+Pen
H,0+A21 PDB+V198 - - - -
H,0+A214 PDB+A21 - - o -

H,0+MXC PDB+A214 - - - -

- PDB-+MXC = = = =

Nota: PDB — Meio de cultura caldo de batata; Le — L. edodes; Pen — P. simplicissimum.

4.2.5.2.2.1. Resposta toxica e mutagénica utilizando a Linhagem TA97.

Nao foi observado mutagenicidade em nenhuma das condi¢des testadas com a
linhagem TA97, pois o Indice de Mutagenicidade (I.M.) foi menor que 2,0, tanto na auséncia
(-S9), quanto na presenga (+S9) de metabolizacdo (Tabela 14). Sendo assim, ndo foram

detectadas mutagdes por adicdo de pares de base.

Nenhuma das amostras testadas apresentaram toxicidade a linhagem TA97 na auséncia
de metabolizacao (-S9). No entanto, apos a metabolizagdo (+S9) foi observado toxicidade em
varias amostras (Tabela 14). Por esta razdo, foi importante avaliar através da adi¢do de
enzimas microssomais (+S9) se had inducdo ou inibi¢do das atividades dos compostos

presentes nas amostras testadas.

Todas as amostras em que L. edodes esteve presente foram toxicas, apds a
metabolizacdo (+S9), exceto na presenga do corante A214 (Tabela 14). Provavelmente
produtos do proprio metabolismo deste fungo foram tdxicos para esta linhagem bacteriana,
impedindo que a mesma fosse capaz de se desenvolver. Esta afirma¢do pode ser comprovada,
pois na auséncia de corante L. edodes apresentou toxicidade, estes resultados positivos a

toxicidade podem ter mascarado resultados positivos de mutagenicidade.

A redugdo da toxicidade do corante A214 por L. edodes pode estar relacionada a
transformagdo deste corante pelo fungo (Tabela 8), que produziu compostos menos toéxico ao

metabolismo das bactérias.
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O corante V198, em H,O e PDB, ndo apresentou resposta toxica, deste modo pode-se
inferir que os produtos da degradacdo deste corante ou metabolitos produzidos pelo
metabolismo de L. edodes foram ativados pelas enzimas microssomais (+S9) tornando-os

toxicos a esta linhagem bacteriana (TA97).

Conneely et al. (1999) detectaram cobre livre no sobrenadante apds o tratamento do
mesmo corante utilizado neste estudo, A21, pelo basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium
e em outro estudo o mesmo corante foi classificado como o mais toxico dentre os corantes
avaliados por ter inibido o crescimento fungico (NOVOTNY et al., 2004). Também foi
observada a toxicidade de outros corantes com presenca de metais em relacdo a bactéria
Pseudomonas putida e segundo os autores desta investigacdo, a presenca de metais apos a
descoloracao pode ter gerado produtos mais toxicos devido a precipitacdo ou floculagdo dos
metais (BOSCHKE et al., 2007). Assim, a toxicidade observada nos tratamentos por ambos o0s
fungos na presencga de A21 pode ter sido resultado da presenca do cobre no meio que inibiu o

desenvolvimento desta linhagem bacteriana.

O corante A214 e a mistura MXC foram muito toxicos apds a metabolizagdo (Tabela
14). Este resultado pode indicar alta sensibilidade da linhagem bacteriana aos produtos da
metabolizagao (+S9) de corantes do tipo diazo ou de componentes da estrutura deste corante.
Assim, este resultado toxico pode indicar potencial mutagénico por adi¢do de pares de base
destes corantes, uma vez que ndo permitiu o bom desenvolvimento desta linhagem e

consequentemente a detec¢do de resposta mutagénica.

Vale ressaltar que o corante A214 e a mistura MXC diluidos em agua apresentaram
maior resposta toxica do que em meio de cultura PDB, o que pode significar certa

interferéncia do meio.

A mistura dos corantes MXC na presenga de metabolizacao (+S9) foi considerada a
mais toxica, apresentando toxicidade antes e apos o tratamento pelos fungos. O tratamento por
L. edodes aumentou a toxicidade em 26,6% e o tratamento por P. simplicissimum reduziu

2,2% da toxicidade da mistura MXC (Tabela 14).

Vanhulle et al. (2008) observaram apenas 30% de redugdo da toxicidade, apos a
degradacao de amostra de efluente téxtil, que ¢ composto por uma mistura de corantes, pelo
basidiomiceto Pycnoporus sanguineus. Assim, apesar Vanhulle et al. (2008) terem observado
maior percentual de reducdo da toxicidade do que neste estudo, foi concluido que a misturas

de corantes, por serem mais complexas, sao dificeis de serem detoxificadas.
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Portanto, o tratamento com P. simplicissimum nao foi téxico apds o tratamento de
V198, reduziu a toxicidade de V198, de A214 e da mistura MXC, mas por outro lado
aumentou a toxicidade do corante A21. Ja o tratamento com L. edodes foi toxico apds o
tratamento de V198, aumentou a toxicidade de A21 e da mistura MXC, mas reduziu a

toxicidade de A214.

Tabela 14: Teste de mutagenicidade e de toxicidade utilizando a linhagem TA97.

Linhagem TA97

Amostras -S9 + S9
I.M. Sobrevivéncia I.M. Sobrevivéncia
Média % Média %

H,O 1,0 236 100 1,0 357 100
PDB 1,0 284 100 0,9 384 100
PDB + Le 1,4 589 100 0,6 189 49,2
PDB + Pen 0,4 319 100 1,2 329 85,7
H,0 + V198 0,8 240 100 1,0 387 100
PDB + V198 1,3 328 100 0,8 583 100
PDB + V198 + Le 0,9 412 100 1,1 398 68,3
PDB + V198 + Pen 0,9 230 70,2 0,9 474 81,2
H,0 + A21 0,7 191 80,9 0,9 340 95,4
PDB + A21 1,2 315 100 1,0 500 100
PDB + A21 +Le 0,9 370 100 0,9 323 64,7
PDB + A21 + Pen 0,7 682 100 0,7 179 35,8
H,0 + A214 0,8 249 100 0,8 122 34,2
PDB + A214 1,2 376 100 1,0 238 61,8
PDB + A214 + Le 0,8 395 100 0,7 273 100
PDB + A214 + Pen 0,7 368 98 0,7 257 100
H,0 + MXC 1,0 178 75,4 0,7 25 7
PDB + MXC 1,2 487 100 0,7 213 55,5
PDB + MXC + Le 0,9 571 100 1,4 61 28,6
PDB + MXC + Pen 0,8 395 81,2 1,4 123 57,7

Nota: Respostas positivas a mutagenicidade ou a toxicidade estdo em negrito (t6xico<70% e mutagénico >2,0);
PDB — Mecio de cultura caldo de batata; Le — L. edodes; Pen — P. simplicissimum; 1. M. — indice de
mutagenicidade; Controle positivo: 4-Nitroquinolona 1- Oxido (4NQO), LM (-S9)= 2,3 ¢ LM. (+S9)=4,6.

4.2.5.2.2.2. Resposta toxica e mutagénica utilizando a linhagem TA9S.

Nao foi observada mutagenicidade das amostras testadas com a linhagem TA98 tanto
na auséncia (-S9) quanto na presenca (+S9) de ativagdo metabolica, ou seja, ndo foram

evidenciadas mutagdes por adicdo ou delecdo de pares de base.

No entanto, foi observada resposta toxica dos corantes V198, A21 e da mistura MXC
ap6s a metabolizagdao (+S9), indicando a necessidade de bioativacao (+S9) destes corantes
para a geragdo de compostos toxicos (Tabela 15). Ja4 o corante A214 ndo foi tdxico a esta

linhagem tanto na auséncia (-S9) quanto na presenga (+S9) de metabolizagdo.

Moawad et al. (2003) observaram toxicidade a linhagem TA98 com todos os corantes

do tipo azo testados. No presente estudo foi observada toxicidade do corante azo V198 e da
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mistura MXC, mas ndo foi observada toxicidade do corante azo A214. Sendo assim, a
estrutura do corante pode ter influenciado na resposta toxica, portanto esta linhagem
bacteriana seria mais sensivel aos corantes do tipo monoazo, como o corante V198, do que

aos corantes do tipo diazo, como o corante A214.

A amostra com corante V198 tratada por L. edodes apresentou toxicidade na auséncia
(-S9) de metaboliza¢do, mas a metabolizagdao (+S9) tornou os produtos toxicos produzidos
pela degradacdo deste corante e/ou metabodlitos do proprio metabolismo deste fungo em

compostos inocuos a esta linhagem bacteriana.

O corante A21, a ftalocianina de cobre, apresentou toxicidade apos a metabolizacao
(34,5% de sobrevivéncia). Osugi et al. (2006) observaram que outro corante tipo ftalocianina
de cobre apresentou efeito toxico a esta mesma linhagem TA98 apds o tratamento por
oxidagdo fotoeletrocatalitico. Ao contrario do resultado obtido por Osugi et al. (2006), as
amostras deste corante tratadas por L. edodes, na auséncia (-S9) e na presenca (+S9) de
ativacdo metabolica, e por P. simplicissimum, apds a ativacdo metabolica (+S9), nao

promoveram aumento da toxicidade deste corante a esta linhagem, mas sim a redugao.

O corante A214 apos o tratamento por L. edodes apresentou toxicidade antes e apds a
metabolizacdo (Tabela 15). Assim, possiveis produtos da degradacdao deste corante por L.
edodes, que anteriormente foram visivelmente transformados de azul para uma coloracio

avermelhada (Figura 30) influenciaram na resposta toxica a esta linhagem bacteriana.

Anteriormente a mistura MXC ja havia apresentado caracteristica toxica para a
linhagem TA97 (Tabela 14), deste modo a toxicidade apresentada para TA97 e TA98 pode
estar mascarando resultados positivos a mutagenicidade do tipo deslocamento no quadro de

leitura por adi¢do de pares de base que ¢ o tipo de mutacdo detectada por ambas as linhagens.

A amostra com a mistura MXC tratada por L. edodes apresentou o mesmo percentual
de toxicidade deste corante em PDB, ap6s a metabolizacdo (+S9) (Tabela 15), assim a
toxicidade do corante foi ativada apo6s a adicdo da fracdo S9 e o tratamento com este fungo

ndo foi capaz de reduzir a resposta toxica.

Todas as amostras testadas na presenca de P. simplicissimum na auséncia de
metabolizagao (-S9), apresentaram toxicidade, no entanto foi observado que na auséncia do
corante (PDB+Pen) foi detectada toxicidade (Tabela 15), ou seja, compostos produzidos

naturalmente pelo proprio metabolismo deste fungo, podem estar sendo tdxicos a esta
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linhagem bacteriana. Apo6s a ativacdo metabodlica (+S9) a toxicidade de todas as amostras

tratadas por este fungo foram reduzidas, exceto a amostra do fungo sem corante.

Portanto, L. edodes aumentou a toxicidade de V198 e A214, reduziu a toxicidade de
A21 e ndo apresentou toxicidade apds o tratamento da mistura MXC, na auséncia de
metabolizacdo (-S9). Apds a metabolizagao (+S9) reduziu a toxicidade de V198 e A21,
aumentou a toxicidade de A214 e apresentou a mesma toxicidade da mistura MXC, ou seja,
ndo reduziu a toxicidade. Ja P. simplicissimum na auséncia de ativagdo metabolica (-S9) foi
toxico em todas as amostras em que estava presente, mas ap6s a adi¢ao da fragdo S9 reduziu o
potencial toxico apresentado pelos corantes V198, A21 e da mistura MXC e o tratamento do

corante A214 nao foi toxico.

Ramsay & Nguyen (2002) associaram a toxicidade apresentada pela descoloragdo de
corantes do tipo azo pelo basidiomiceto Trametes versicolor a produgdo de possiveis produtos
da descoloragcdo e/ou outros metabodlitos excretados pelo fungo ao longo do periodo de
incubacdo como acidos organicos. Deste modo, deve-se levar em consideragdo as respostas
toxicas apresentadas por P. simplicissimum e L. edodes, uma vez que os fungos produzem

naturalmente compostos toxicos as bactérias.

Tabela 15: Teste de mutagenicidade e de toxicidade utilizando a linhagem TA9S.

Linhagem TA98
Amostras -S9 + S9
I.M. Sobrevivéncia I.M. Sobrevivéncia
Média % Média %

H,O 1,0 43 100 1,0 101 100
PDB 1,5 55 100 1,2 176 100
PDB + Le 1,1 332 100 0,4 134 76,4
PDB + Pen 1,2 32 58,2 0,7 90 51
H,0 + V198 1,3 41 94,2 0,6 309 100
PDB + V198 0,8 66 100 1,1 49 27,6
PDB + V198 + Le 0,9 27 40,2 1,2 129 100
PDB + V198 + Pen 1,2 20 29,5 0,3 63 100
H,0 + A21 1,4 35 81,4 1,7 95 100
PDB + A21 0,9 313 100 1,0 61 34,5
PDB + A21 +Le 1,0 286 91,2 1,4 92 100
PDB + A21 + Pen 1,4 57 18,1 1,3 180 100
H,0 + A214 1,3 57 100 0,9 164 100
PDB + A214 1,4 220 100 1,4 214 100
PDB + A214 + Le 0,9 99 44,9 0,8 113 52,7
PDB + A214 + Pen 1,3 82 37,1 1,8 156 72,8
H,0 + MXC 1,6 274 100 1,0 99 100
PDB + MXC 1,1 129 100 0,9 56 31,9
PDB + MXC + Le 1,2 246 100 0,9 56 31,9
PDB + MXC + Pen 1,0 21 15,9 0,8 197 100

Nota: Respostas positivas a mutagenicidade ou a toxicidade estdo em negrito (t6xico<70% e mutagénico >2,0);
PDB — Meio de cultura caldo de batata; Le — L. edodes; Pen — P. simplicissimum; 1. M. — indice de
mutagenicidade; Controle positivo: 4-Nitroquinolona 1- Oxido (4NQO), .M (-S9)= 5,8 e LM. (+S9)=3,0.
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4.2.5.2.2.3. Resposta toxica e mutagénica a Linhagem TA100 de Salmonella

typhimurium.

Em nenhuma das andlises realizadas com a linhagem TA100 foi observada
mutagenicidade, no entanto as amostras H,O+V198 e H,O+A21 apresentaram toxicidade, na
auséncia de ativacao metabolica, e esta caracteristica foi reduzida ap6s a metabolizagdo (+S9)

(Tabela 16).

Mathur et al. (2005) observaram que 6 dos 7 corantes azo testados foram mutagénicos
na auséncia de ativacdo metabolica em relagdo a linhagem TA100. Em outro estudo, Novotny
et al. (2006) encontraram resposta mutagénica positiva para TA98 e TA100 na presenga do
corante azo Laranja Reativo 16 (LR16), tanto na auséncia quanto na presenga de ativagdo
metabodlica. Ao contrario destes estudos, no presente estudo ndo foi observado
mutagenicidade dos corantes azo testados na presenca de TA98 e TA100, o que
possivelmente pode ser resultado da influéncia da toxicidade, ou ainda devido a estrutura dos

corantes (KNASMULLER et al., 1993; WANG et al., 2008).

O tratamento dos corantes V198, A21 e da mistura MXC pelos fungos ndo apresentou

toxicidade a esta linhagem bacteriana em nenhuma das condic¢des testadas.

Ja o tratamento do corante A214 por L. edodes e P. simplicissimum apresentou
toxicidade, na auséncia de ativacdo metabdlica (Tabela 16), ou seja, compostos produzidos
pela descoloragdo deste corante foram tdxicos as bactérias e podem ter ocultado possiveis
mutacoes por substitui¢do de pares de base que sao detectadas por TA100. Apds a ativagao
metabolica (+S9) a toxicidade apresentada no tratamento por ambos os fungos foi reduzida, o

que pode indicar transformacao destes metabolitos a compostos indcuos.
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Tabela 16: Teste de mutagenicidade e de toxicidade utilizando a linhagem TA100.

Linhagem TA100

Amostras -S9 + S9
.M. Sobrevivéncia .M. Sobrevivéncia
Média % Média %

H,O 1,0 86 100 1,0 114 100
PDB 0,9 34 100 0,7 108 94,3
PDB + Le 1,0 71 100 1.4 107 93,9
PDB + Pen 1,6 120 100 0,8 109 95,2
H,0 + V198 0,8 53 61,6 0,8 98 86
PDB + V198 1,1 35 100 0,9 140 100
PDB + V198 + Le 0,8 45 100 1,6 115 81,8
PDB + V198 + Pen 1,4 54 100 1,4 170 100
H,0 + A21 0,7 58 67,4 0,5 130 100
PDB + A21 0,8 38 100 1,1 163 100
PDB + A21 +Le 1,1 57 100 0,9 123 75,2
PDB + A21 + Pen 1,4 68 100 1,0 138 84,4
H,0 + A214 0,7 131 100 0,7 96 84,2
PDB + A214 0,9 122 100 1,2 107 93,9
PDB + A214 + Le 1,4 56 45,5 1,1 139 100
PDB + A214 + Pen 1,7 84 68,9 1,0 209 100
H,0 + MXC 0,5 91 100 0,7 81 71,1
PDB + MXC 0,9 59 100 1,1 149 100
PDB + MXC + Le 1,2 73 100 0,9 105 70,7
PDB + MXC + Pen 1,6 65 100 1,0 210 100

Nota: Respostas positivas a mutagenicidade ou a toxicidade estdo em negrito (t6xico<70% e mutagénico >2,0);
PDB — Mecio de cultura caldo de batata; Le — L. edodes; Pen — P. simplicissimum; 1. M. — indice de
mutagenicidade; Controle positivo: Azida Sédica (AS), LM (-S9) =10,6 ¢ LM. (+S9) = 8 4.

4.2.5.2.2.4. Resposta toxica e mutagénica a Linhagem TA102.

Na presenca da linhagem TA102 os corantes diluidos em H,O, na auséncia de
metabolizagdo, apresentaram toxicidade, exceto A21, mas todos apresentaram reducdo da
toxicidade apos a metabolizagao (+S9) (Tabela 17). Como observado com a linhagem TA100
(Tabela 16), somente os corantes diluidos em H,0 apresentaram resposta toxica, o que pode
caracterizar influéncia do meio de cultura PDB na reducdo da toxicidade dos corantes para
estas linhagens. Dos tratamentos fungicos somente a amostra PDB+A214 tratado por P.

simplicissimum apresentou toxicidade apds metabolizagao (Tabela 17).

Os tratamentos dos corantes V198 e MXC por P. simplicissimum INCQS 40211, sem
ativacao metabolica (-S9), exibiram efeito mutagénico significativo, .M. 2,1 ¢ LM. 5,6
respectivamente (Tabela 17), o que indica que ocorreram danos oxidativos ao DNA.
Provavelmente estes danos foram induzidos por produtos da degradagdo destes corantes por
P. simplicissimum INCQS 40211, uma vez que foi observado anteriormente redugdo na
coloragdo da biomassa adsorvida por este fungo e ainda desaparecimento do pico
caracteristico do corante (item 4.1.5.). Apds ativacdo metabolica, a mutagenicidade do corante
V198 e da mistura MXC foi reduzida, porém a mistura MXC tratada por este fungo

permaneceu com caracteristicas mutagénicas (I.M. 2,3), ou seja, as enzimas presentes na
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fracdo S9 atuaram na reducdo desta caracteristica, mas ndo eliminaram a mutagenicidade

apresentada no tratamento da mistura MXC por P. simplicissimum INCQS 40211 (Tabela 17).

El-Rahim & Moawad (2003) testaram a capacidade de descoloracdo de dois corantes
do tipo azo, Direto Marrom e Polar Vermelho, por duas espécies de Aspergillus e observaram
mutagenicidade apds o tratamento fungico por adsor¢cdo. Assim, fungos que atuam como
adsorventes também podem exibir mutagenicidade, o que evidéncia a grande importancia da

realizacdo de ensaios toxicoldgicos apos a descoloracdo, mesmo por processos de biosorgao.

Tabela 17: Teste de mutagenicidade e de toxicidade utilizando a linhagem TA102.

Linhagem TA102

Amostras -S9 + S9
I.M. Sobrevivéncia I.M. Sobrevivéncia

Meédia % Média %
H,O 1,0 1386 100 1,0 1118 100
PDB 0,8 1046 75,5 0,7 1256 100
PDB + Le 1,2 1110 100 1,6 992 79
PDB + Pen 1,0 1154 100 1,1 1095 87,2
H,O +V198 1,0 943 68,1 1,2 786 70,3
PDB + V198 0,3 871 83,3 1,5 1055 84
PDB + V198 + Le 1,0 907 86,7 0,5 1009 80,3
PDB + V198 + Pen 2,1% 1106 100 1,0 751 71,2
H,0 + A21 1,2 1125 81,2 1,3 1317 100
PDB + A21 1,3 1046 100 1,4 965 76,8
PDB + A21 + Le 0,3 936 89,5 0,9 956 99,1
PDB + A21 + Pen 0,5 1098 100 0,7 1152 100
H,0 + A214 0,8 856 61,8 0,9 975 87,2
PDB + A214 1,2 937 89,5 1,5 1048 83,4
PDB + A214 + Le 1,3 1017 100 0,8 932 89
PDB + A214 + Pen 0,3 1676 100 0,0 688 65,6
H,0 + MXC 0,7 750 54,1 1,0 973 87
PDB + MXC 0,3 790 75,5 1,0 950 75,6
PDB + MXC + Le 1,0 1296 100 0,9 840 88,4
PDB + MXC + Pen 5,6%* 1045 100 2,3%* 1153 100

Nota: Respostas positivas a mutagenicidade ou a toxicidade estdo em negrito (t6xico<70% e mutagénico >2,0);
PDB — Meio de cultura caldo de batata; Le — L. edodes; Pen — P. simplicissimum; 1. M. — indice de
mutagenicidade; Controle positivo: 4-Nitroquinolona 1- Oxido (4NQO) .M. (-S9) =3,5 e LM. (+S9) = 7,0.
Estudos posteriores deverdo ser realizados para garantir a confiabilidade dos
resultados obtidos no Teste de Ames, pois segundo Maron & Ames (1983) € necessario a
realizagdo de dois experimentos independentes para garantia da confiabilidade dos resultados

obtidos, porém neste estudo ndo foi possivel a realizagdo destes 2 experimentos devido a

quantidade de amostras a serem testadas em curto periodo de tempo.
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4.3.5. Resumo de todos os ensaios toxicologicos realizados apés o tratamento dos

corantes V198, A21, A214 e da mistura MXC pelos fungos selecionados.

Tabela 18: Resumo dos resultados positivos em relagdo a toxicidade e mutagenicidade no

Teste de Ames, a genotoxicidade no Ensaio Cometa e a toxicidade com o microcrustaceo

Daphnia pulex.
Testes T Teste de Ames Ensaio  Daphnia
TA97 TA98 TA100 TA102 Cometa ulex
Amostras (-S9)  (+S9) | (-S9) (+S9) | (-S9) (+S9) | (-S9) (+S9) P

PDB + Le - TOX - - - - - - NT NT

PDB + Pen - - TOX TOX - - - - NT NT

H,O + V198 - - - - TOX - TOX - GEN NT
PDB + V198 - - - TOX - - - - - TOX
PDB + V198 + Le - TOX | TOX - - - - - - TOX

PDB + V198 + Pen - - TOX - - - MUT - - -

H,0 + A21 - - - - TOX - - - - NT
PDB + A21 - - - TOX - - - - - TOX
PDB + A21 + Le - TOX - - - - - - GEN TOX

PDB + A21 + Pen - TOX | TOX - - - - - - -

H,0 + A214 - TOX - - - - TOX - GEN NT
PDB + A214 - TOX - - - - - - - TOX
PDB + A214 + Le - - TOX TOX | TOX - - - - TOX
PDB + A214 + Pen - - TOX - TOX - - TOX - TOX

H,O + MXC - TOX - - - - TOX - GEN NT
PDB + MXC - TOX - TOX - - - - GEN TOX
PDB + MXC + Le - TOX - TOX - - - - - TOX
PDB + MXC + Pen - TOX | TOX - - - MUT MUT - TOX

Nota: Le — Lentinula edodes; Pen — Penicillium simplicissimum; TOX — téxico; MUT — mutagénico; GEN —
genotdxico; NT — ndo testado; - resposta toxica ndo detectada;

A Tabela 18 apresenta os resultados de toxicidade dos corantes e seus tratamentos nos
trés testes toxicologicos realizados: com o microcrusticeo Daphnia pulex, com sangue
periférico humano (Ensaio Cometa) e com bactérias S. typhimurium (Teste de Ames).

As amostras com os produtos obtidos pelo metabolismo fungico na auséncia de
corante (PDB+Le e PDB+Pen) foram testados apenas na presenca das bactérias S.
typhimurium e apresentaram toxicidade as linhagens TA97 (Tabela 14 e 18) e TA98 (Tabelas
15 e 18). Deste modo, a partir deste resultado foi observada a necessidade de testar estas
amostras também nos outros ensaios toxicoldgicos a fim de observar o potencial toxico dos
compostos naturalmente produzidos pelos fungos na auséncia do corante na tentativa de

evitar que este fator seja confundido com os produtos da degradagao dos corantes.
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Através da analise do Indice de Mutagenicidade (I.M.) com as linhagens TA97
(Tabela 14), TA98 (Tabela 15) e TA100 (Tabela 16) ndo foram observados efeitos
mutagénicos, tanto na auséncia (-S9) quanto na presenca (+S9) de ativagdo metabolica, em
nenhuma das amostras testadas, uma vez que os valores foram menores que 2 (I.M. <2). No
entanto, foi observada maior sensibilidade das linhagens TA97 e TA98 na deteccao de

toxicidade (Tabela 18).

O corante V198 diluido em H,O apresentou toxicidade para as linhagens TA100
(Tabela 15) e TA102 na auséncia de metabolizacao (Tabela 16), coincidindo com resultado
positivo a genotoxicidade observado no Ensaio Cometa (Tabela 12). Portanto, a toxicidade
apresentada pode estar mascarando resultados positivos a mutagenicidade do tipo substitui¢ao
de pares de base identificado pela linhagem TA100 ou por danos oxidativos identificado pela
linhagem TA102. Este mesmo corante em meio de cultura PDB, foi toxico somente para a
linhagem TA98 (Tabela 15), que identifica danos por adi¢ao ou delecdo de pares de base
(Tabela 18).

Alguns corantes do tipo azo sdo conhecidos por apresentar potencial mutagénico,
entretanto os corantes utilizados neste trabalho nao apresentaram mutagenicidade
provavelmente pela toxicidade apresentada em algumas linhagens que poderiam identificar o
tipo de mutacdo e/ou devido a estrutura dos corantes utilizados, uma vez que a posicao das
hidroxilas (GOTTLIEB et al., 2003), a presenca de grupos sulfonicos (NOVOTNY et al.,
2006), nitroaromaticos (UMBUZEIRO et al., 2005) ou aminas influenciam na deteccdo de

mutagenicidade.

O tratamento de V198 por L. edodes foi toxico para as linhagens TA97 apods a
metabolizacdo (+S9) (Tabela 14 e 18) e para TA98 na auséncia de metabolizacdo (-S9)
(Tabela 15 e 18). A toxicidade deste corante foi reduzida por este fungo com a TA 100
(Tabela 16 e 18), TA102 (Tabela 17 e 18) e apos a metabolizagdo com a TA98. No entanto,
apresentou toxicidade superior ao corante no teste com as daphnias (Tabela 10 e 18). O
tratamento de V198 por P. simplicissimum foi toxico somente para a linhagem TA98 na
auséncia de metabolizagdo, no entanto foi observado mutagenicidade por danos oxidativos, na

auséncia de metabolizagdo (-S9), com a linhagem TA102 (Tabela 17 e 18).

O tratamento do corante A21 por L. edodes teve redugdo de toxicidade na presenca da
linhagem TA98, mas foi toxico para a linhagem TA97, para o microcrustdceo e no Ensaio
Cometa foi genotoxico para as células sanguineas (Tabela 12 e 18). O tratamento do mesmo

corante por P. simplicissimum apresentou resposta toxica apos a metabolizacao (+S9) junto a
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linhagem TA97 (Tabela 14 ¢ 18) e sem metabolizagao (-S9) junto a linhagem TA98 (Tabela

15 e 18), mas ndo apresentou resposta toxica as daphnias (Tabela 10 e 18).

Segundo Sponza et al. (2006), a variagdo nos testes de toxicidade pode ser justificada
pela diferenca na sensibilidade e resisténcia dos organismos, € no caso do corante A2l, a
presenca de cobre pode ter influenciado na redu¢do do numero de algumas linhagens

bacterianas e das daphnias apds ambos os tratamentos flingicos.

O corante A214 diluido em H,O apresentou toxicidade a linhagem TA97, que
identifica mutagao por adigdo de pares de bases, apos a metabolizacao (+S9) (Tabela 14 ¢ 18)
e a linhagem TA102, que identifica danos oxidativos ao DNA, na auséncia de metabolizagao
(-S9) (Tabela 17 e 18). No Ensaio Cometa, este corante apresentou genotoxicidade (Tabela 12
e 18), ou seja, este corante apresenta potencial para exibicdo de mutagenicidade através de
mutacao por adi¢do de pares de base ou por danos oxidativos, na entanto podem nao ter sido

detectados no Teste de Ames devido a toxicidade deste corante a estas linhagens.

O tratamento de A214 por L. edodes foi toxico para TA98 na auséncia e na presenca
de metabolizacdo (Tabela 15 e 18) e para TA100 apenas na auséncia de metabolizagdo
(Tabela 16 e 18), esta toxicidade também foi observada com as daphnias (Tabela 10 e 18). J&
o tratamento deste corante por P. simplicissimum INCQS 40211 foi téxico para as linhagens
TA98 e TA100, na auséncia de metabolizacdo (-S9), para TA102 na presenca de

metabolizacdo (+S9) e para as daphnias.

Assim, estes fungos foram capazes de reduzir a toxicidade quando testado com a
linhagem TA97 (Tabela 14 e 18), mas apresentaram compostos potencialmente toxicos as
linhagens TA98 (Tabela 15 e 18), TA100 (Tabela 16 e 18), TA102 (Tabela 17 e 18) e as
daphnias (Tabela 10 e 18).

A mistura MXC diluida em H,O foi toxica para TA97 (Tabela 14 e 18), TA102
(Tabela 17 e 18) e ainda apresentou genotoxicidade no Ensaio Cometa (Tabela 12 ¢ 18). A
mistura MXC em PDB também foi téxica para TA97 (Tabela 14) e TA98 (Tabela 15), sendo
também confirmado como positiva a genotoxicidade no Ensaio Cometa (Tabela 12 e 18). Ou
seja, os resultados toxicos as linhagens podem ter mascarado resultados positivos a mutacao
do tipo adi¢do de pares de base, identificada TA97 e TA98, ou ainda mutagdo por danos
oxidativos, identificado pela TA102.

O tratamento da mistura MXC por L. edodes aumentou a toxicidade em relagdo a

TA97 ap6s a metabolizagdo (+S9) (Tabela 14 e 18), ndo resultou em alteracdo de sua
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toxicidade em relacdo a TA98 (Tabela 15 e 18), reduziu a genotoxicidade (Tabela 12 ¢ 18) e
aumentou a toxicidade no teste com o microcrustaceo Daphnia pulex (Tabela 10 e 18). A
variabilidade nos resultados de toxicidade pode indicar diferenga na sensibilidade dos
organismos, quanto a genotoxicidade o tratamento por L. edodes parece ter sido efetivo na
redu¢do do potencial genotoxico, no entanto a nivel ecotoxicologico apresentou efeito

negativo aos microcrustaceos.

O tratamento da mistura MXC por P. simplicissimum INCQS 40211 ndo reduziu a
toxicidade em relagdo as linhagens TA97 (Tabela 14 e 18), foi toxico na auséncia de
metabolizacao (-S9) e reduziu a toxicidade do corante apds a metabolizacao (+S9) em relagao
a linhagem TA98 (Tabela 15 e 18), reduziu a genotoxicidade, mas ndo foi considerado
significativo (Tabela 12 e 18), apresentou ainda mutagenicidade na presenca de TA102
(Tabela 17 e 18) e aumento da toxicidade no teste com o microcrustaiceo Daphnia pulex
(Tabela 10 e 18). Assim, os produtos da degradacao deste corante por este fungo, que foi
confirmada anteriormente como degradacdo através da andlise do pico caracteristico do
corante (item 4.1.5.), foram transformados em produtos mais toxicos que o composto original

e ainda mutagénico.

ApoOs extensa pesquisa bibliografica foi possivel constatar que sdo poucos os trabalhos
que avaliam a toxicidade apos os tratamentos de descoloragdo realizados por fungos. Pode-se
destacar alguns trabalhos como o realizado por Heinfling et al. (1997), onde avaliaram a
toxicidade utilizando o teste com Vibrio fischeri apdés o tratamento de corantes azo e
ftalocianina pelo fungo Trametes versicolor, Abadulla et al. (2000) utilizaram a bactéria
Pseudomonas putida para avaliar a toxicidade apds a descoloragdo pelo fungo Trametes
hirsuta, ja El-Rahim & Moawad (2003) testaram o potencial mutagénico apds a descoloragao

de corantes azo por espécies de Aspergillus.

Podem ser destacados ainda Rosolen et al. (2004) que avaliaram a capacidade de
descoloragdo, por espécies de Pleurotus, e de detoxificacdo através do teste com alface
Lactuca sativa, com a alga Selenastrum capricornutum e do cnidario Hydra attenuata. Ainda
em 2004 foi avaliado o potencial de descoloracdo de corantes do tipo azo pelo fungo
Cunninghamella elegans, a toxicidade apds o tratamento foi medida através do teste com a
bactéria Escherichia coli (AMBROSIO & CAMPOS-TAKAKI, 2004). Finalmente
Eichelerovd et al. (2007) avaliaram a toxicidade com a planta Lemma minor apds a

descoloragdo de corantes azo pelo fungo Dichomitus squalens.
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No entanto, em relagdo ao basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, muito
estudado devido seu grande potencial de descoloragdo de corantes, ndo foram encontrados em
muitos estudos com ensaios toxicologicos associados aos testes de descoloragao. Cripps et al
(1990), Spadaro et al (1992), Tatarko & Bumpus (1997), Balan & Monteiro (2001) estudaram
o potencial deste fungo em descolorir diversos tipos de corantes e apresentaram resultados
promissores para aplicacdo em biorremediacdo, entretanto ndo avaliaram a toxicidade apos o

tratamento.

Assim, o presente estudo demonstra a grande importancia dos testes de ecotoxicidade,
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade realizados apods a descoloracao dos corantes
pelos fungos para o ambiente e a saude humana. Pois, a aplicagdo destes tratamentos de
descoloragao sem o monitoramento toxicoldgico pode resultar em um elevado risco a satde
ambiental e conseqiientemente a saude da populaciao que estara exposta aos diversos tipos de
compostos resultantes dos tratamentos que podem ser mais toxicos que oS compostos

originais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta dissertagdo demonstram o potencial de L. edodes INCQS
40220 na descoloracao de diferentes corantes téxteis, porém deve ser melhor avaliado, uma
vez que apresentou variagdes nos resultados de descoloragdo nas diferentes etapas dos
experimentos. Apds a descoloragao dos corantes V198 e A21 a toxicidade, avaliada pelo teste
com as daphnias, inicialmente foi reduzida e posteriormente aumentou devido as variaveis da
metodologia, ja o tratamento do corante A214 e da mistura MXC resultaram em aumento da
toxicidade. A variagdo nos resultados de toxicidade com as daphnias demonstraram a
necessidade de padronizagdo deste teste. J4 no ensaio com células sanguineas, L. edodes foi
capaz de reduzir a genotoxicidade da mistura MXC e no teste com as linhagens bacterianas de
Salmonella typhimurium foi observado resposta toxica para algumas linhagens,
principalmente TA97, e ndo apresentou potencial mutagénico com nenhuma das linhagens.
Portanto, com base nestes resultados de toxicidade este fungo tornou-se menos atraente para
aplicacdo em biorremediacao apds a realizagdo dos ensaios toxicologicos.

P. simplicissimum INCQS 40211 foi eficiente na descoloragdo por adsor¢dao e
subseqiiente descoloracdo da biomassa, porém estudos posteriores deverdo ser realizados a
fim de identificar os metabodlitos produzidos apos a descoloragdo do corante V198 e da
mistura dos corantes MXC uma vez que estes apresentaram resposta positiva a
mutagenicidade na presenca da linhagem TA102 que identifica danos oxidativos ao DNA.
Outras analises deverao ser realizadas quanto a detoxificagdo dos corantes, pois 0s compostos
produzidos por P. simplicissimum e/ou outros interferentes da metodologia podem ter
influenciado na resposta toxica no teste com as daphnias e para algumas linhagens de
bactérias de Salmonella typhimurium, principalmente para a linhagem TA98 onde apresentou
alto grau de toxicidade. Assim, este fungo foi eficiente na descoloracao e na detoxificagcdo de
alguns corantes, porém pelas caracteristicas apresentadas quanto a mutagenicidade até o

momento ndo ¢ recomendado para aplicagdo em biorremediacao.

Ha necessidade de investimento em novos métodos para o tratamento de efluentes,
para prevenir possiveis efeitos deletérios de compostos como os azo corantes aos humanos e
aos organismos aquaticos (TSUBQOY et al., 2007). O tratamento de efluentes por fungos pode
ser uma alternativa interessante, no entanto, como demonstrado no presente estudo, os
resultados obtidos com o microcrustaceo Daphnia pulex, o Teste de Ames e o Ensaio Cometa,
confirmam a grande necessidade da realizacdo das analises toxicoldgicas apds o tratamento

fingico de corantes.
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6. CONCLUSOES

As amostras de sedimento do Igarapé Ramal Agua Branca (IR), Igarapé Reserva
Ducke ponto N (IDN) e Reserva Ducke ponto Bo (IDB) demonstraram bom percentual de
descoloragdao. Dessas amostras foram isolados 5 fungos filamentosos, nos quais Aspergillus
japonicus DKNAT1 e Acremonium sp. DKBV1 foram os mais eficientes na descoloracdo do
corante V198, porém ocorreu através de adsor¢do do corante pela biomassa. Fusarium sp.
RV1 apresentou a mesma caracteristica das amostras de sedimento (IR), transformagdo do

corante, mas a coloragdo escura do meio ndo permitiu a selecao deste fungo;

Aspergillus japonicus DKNAT também foi eficiente na descoloragdo do corante A21 e
ainda reduziu a toxicidade de ambos os corantes no teste com daphnias, no entanto, por nao
apresentar capacidade superior a nossa referéncia nao foi testado na presenca de outros
corantes. Apds os vdrios testes de descoloragdo apenas L. edodes INCQS 40220, fungo
referéncia, e P. simplicissimum INCQS 40211 foram selecionados para os demais ensaios de
descoloragdo e toxicoldgicos. Estes fungos foram capazes de descolorir eficientemente todos
os corantes testados, V198, A21, A214 e a mistura MXC. P. simplicissimum inicialmente

adsorveu os corantes testados, mas posteriormente foi capaz descolorir inclusive da biomassa;

Nos ensaios toxicologicos foi demonstrada variagdo no potencial de reducdo da
toxicidade pelos fungos selecionados. L. edodes reduziu a toxicidade dos corantes na presenca
de algumas linhagens de bactéria Salmonella typhimurium e reduziu a genotoxicidade da
mistura MXC significativamente, mas aumentou a toxicidade dos corantes no segundo teste

realizado com as daphnias.

P. simplicissimum reduziu a toxicidade dos corantes V198 ¢ A21 com as daphnias,
mas aumentou a toxicidade dos corantes A214 e da mistura MXC. No Ensaio Cometa houve
reducdo no potencial genotdxico da mistura MXC, mas ndo foi estatisticamente significativo,
ja no Teste de Ames foi observado mutagenicidade por dano oxidativo apos o tratamento do
corante azo V198 e da mistura MXC. Portanto, os fungos L. edodes e P. simplicissimum

podem ser aplicados na descoloracdo e detoxificacdo apenas de alguns corantes.

Assim neste estudo foi demonstrada a importancia da avaliagdo da capacidade dos
fungos em detoxificar os corantes e nao somente descolorir. Foi observado que a literatura ¢
escassa em relagdo a avaliacdo da toxicidade apds os estudos de descoloracdao utilizando
fungos, sendo necessario padronizar metodologias toxicologicas para garantir a confiabilidade

nos testes de toxicidade apds os tratamentos fungicos.
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7. PERSPECTIVAS
- Realizar andlise das enzimas envolvidas na descolora¢ao dos corantes por P. simplicissimum
e L. edodes;

- Caracterizar os metabolitos produzidos a partir da transformagao dos corantes e avaliar a

toxicidade destes metabolitos;

- Padronizar os ensaios toxicoldgicos com o microcrustaceo Daphnia pulex, com as células
sanguineas (Ensaio Cometa) e com as bactérias (Teste de Ames) reduzindo as possiveis

variaveis;
- Realizar as repeti¢des sugeridas pela literatura do Ensaio Cometa e do teste de Ames;

- Testar outras concentracdes dos corantes que apresentarem toxicidade, para detectar

possiveis efeitos mutagénicos;
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