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RESUMO

Sintetizaram-se corantes azo de aplica¢do téxtil, usando como componentes
diazo 4cidos aminobenzdicos e aminossulfénicos e como componentes de acoplamento
2.metoxifenol e 2,6-dimetoxifenol. A utilizagfio destas componentes de acoplamento
teve como objectivo aumentar a bioacessibilidade dos corantes ao fungo lenhinolitico da
podriddo branca Phanerochaete chrysosporium, ja que estes grupos estdo presentes na
estrutura da lenhina e t8m sido referidos como pontos de acesso para o sistema
enzimdtico lenhinolitico do fungo. As experiéncias de biodegradagdo realizaram-se em
meio liquido, com sacarose e em condi¢Bes limitantes de azoto, com agitagio e
emperatura  controladas. A biodegradagio dos corantes foi acompanhada por
espectrofotometria UV-Visivel, quantificando a diminui¢@o da intensidade da banda de
absor¢do maéxima (Amx) do corante. Em estudos preliminares estabeleceram-se
condigdes experimentais optimizadas relativamente ao meio de pré-adaptacdo e &
concentragdo de sacarose utilizada. Estabeleceram-se algumas correlages entre a
estrutura quimica dos corantes e a sua biodegradagdo.

IPALAVRAS CHAVE: Corantes azo, estrutura quimica/extensdo da biodegradagdo,
Oucessibilidade, P. chrysosporium, tratamento de efluentes.

INTRODUCAO

, Os corantes sintéticos do tipo azobenzeno sdo extensivamente usados nas
Indistrias de tinturaria téxtil, estando estimado que 10 a 15% do corante € perdido para
0 efluente durante o processo de tingimento. Este tipo de corantes so, no entanto,
tompostos xenobidticos recalcitrantes devido a possufrem a ligagdo N=N e, ainda,
devido ao facto de poderem conter outros grupos que nio sdo facilmente biodegradaveis
como, por exemplo, grupos sulfénicos (SO;H). Para além de, por si s6, serem
tonsiderados téxicos, o seu impacte ambiental nocivo é aumentado pela formagdo de
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aminas aromdticas (anilinas) consideradas carcinogénicas e/ou mutagénicas, originada.
pela quebra redutiva da ligagdo azo que, normalmente, ocorre em condigdes d.
anaerobiose [1,4].

Alguns fungos filamentosos como, por exemplo, o fungo lenhinolitico ¢,
podridao branca P. chrysosporium, demonstraram capacidade de biodegradar este tipc
de corantes através dos seus mecanismos oxidativos, o que pode evitar a formagao de
anilinas e conduzir a uma completa mineralizagdo do corante [6,8,9]. Verifica-se que o5
corantes azo s@o biodegradados mais eficazmente sob determinadas condigdes do meiq
de cultura, nomeadamente quando a fonte de azoto € limitada [8]. A biodegradacic
deste tipo de corantes também € influenciada pela posigéo e a natureza dos substituintes
em relagdo a ligacdo azo [5].

Sintetizaram-se corantes azo (Fig. 1) com grupos bioacessiveis, 2-metoxifenol
(guaiacol) e 2,6-dimetoxifenol (siringol), ao P. chrysosporium [3] com o objectivo de
aumentar a extensao da biodegradagio, ji que esses grupos sfio pontos de acesso para o
sistema enzimatico lenhinolitico do fungo [4,6,8].

[

CIJOOH ou SO4H R R =H ou OCH3
O Ty .
OCH,

Fig. 1 - Estrutura quimica geral dos corantes azo sintetizados.

Os resultados obtidos permitiram estabelecer algumas correlagfes entre a
estrutura dos corantes e a extensio da descoloragio observada e demonstraram que 0
processo biodegradativo pode ser influenciado pela posi¢do e natureza dos grupos
substituintes, 4cidos carboxilicos ou sulfénicos, nas posigdes meta ou para em relagio
ligagdo N=N e pela natureza da componente fendlica [7].

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

A estipe ATCC 24725 do fungo da podriddo-branca Phanerochaei€
chrysosporium Burdsall & Eslyn 1974 utilizada nas experiéncias de biodegradagao fol
cedida pela Micoteca da Universidade do Minho e previamente adaptada a um dos
corantes azo sintetizados (Sm-g: Corante 4cido 3-aminobenzenossulfénico—sguaiacol)
em meio sélido.
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Sintese de corantes azo

Sintetizaram-se 8§ corantes azo usando como componentes diazo 4cidos mera ou
para aminobenzéicos ou aminossulfénicos e como componentes de acoplamento

guaiacol ou siringol (Fig. 2).
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Fig. 2 - Esquema da sintese dos corantes azo preparados neste trabalho.

de UV-OS' t’:'orantes sintetizad_os (Quadro I) foram caracterizados usando espectroscopia
Visivel, espectroscopia de IV, espectroscopia de 'H-RMN e espectrometria de

Fassa [3].

1

‘m : nomenclatura  apresentada em que se indica a componente
e ;ﬂmioner}te de achlamento € usada em qgl’rmca téxu_l, para sug‘erir 0 processo
"bOXﬂicc; CS siglas un_hEadas traduzem 0 tipo de 4cido (Sulfénico - § ou
- C) a sua posigdo em relagdo 2 ligagdo azo (meta - m ou para - p) e
M a componente de acoplamento (guaiacol - g e siringol - s).




Quadro I - Estrutura e identificagdo dos 8 corantes azo sintetizados.

il

eCorante Sm-g - Corante dcido
3-aminobenzenossulfénico— guaiacol

oCorante Sp-g - Corante 4cido "%

4-aminobe:nzenossulfénico—:oguaiacolr_ i

I'.

s Qoo

4
i
i
I}

OCH,

eCorante Sm-s - Corante dcido
3-aminobenzenossulfénico—siringol

eCorante Sp-s - Corante 4cido
4-aminobenzenossulfénico—asiﬁngol

- OCH3

,-'i

OCH:: t

eCorante Cm-g - Corante dcido
3-aminobenzdico—guaiacol

eCorante Cp-g - Corante 4cido
4-aminobenzgico—guaiacol

OCHa

eCorante Cm-s - Corante 4dcido
3-aminobenzéico—siringol

HOOC OCH;

OH

eCorante Cp-s - Corante 4cido
4-aminobenzo6ico—ysiringol

OCHs

OCH3




3 azo sintetizados,

Coadictes de cultura

0 meio liquido (de composigdo quimica: 5g/L de Sacarose, 0,5g/L de Sulfato de
. gmbnio, 35 g/L de meio mineral base YNB-Yeast Nitrogen Base, 1 g/l de
L-Asparagina ¢ 50 mg/L de um dos corantes azo sintetizados) foi autoclavado e o valor
& controlado (pH = 4.,4). As solugdes-mie dos corantes (100 x), de YNB (10 x) e
& L-Asparagina (10 x) foram adicionadas assepticamente ao meio de cultura, depois de
euerilizadas por filtragdo, através de membranas de porosidade 0,45 pm. Os meios
gétidos usados foram: TWA - Tape Water Agar (meio composto por 15 g/L de agar em
figua da tomeira), MEA - Malt Extract Agar, meio re-hidratado na concentragdo de
40g/L. (composto por 30 /L. de Extracto de malte, 5 g/L. de Peptona micoldgica e 15 g/L.
& Agar) ¢ 0 meio de pré-adaptagdo - MPA (meio de composigdo quimica igual a do
meio liquido com o corante Sm-g, solidificado com 15 g/L de agar).

Y

-
nte Sp-g - Corante 4cidy 9
:nzenossulfénico—>guaiaé ’

t

ite Sp-s - Corante 4cido

:nzenossulfénico——;siringol: O in6culo foi constituido por 5 cilindros, de 8 mm de didmetro, obtidos a partir

de uma cultura em meio sélido.
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A
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Experiéncias de biodegradacao

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

:e Cp-g - Corante 4cido

10benzdico— guaiacol corante ¢ a concentragdo de sacarose.
H A biomassa foi obtida por filtragdo por vécuo através de membranas de
porosidade 0,45 pm, colocadas na estufa a 105 °C, de forma a determinar, por anélise
}—N=N OH g7amimetnica, o valor do seu peso seco.
oCH, - A concentragdo de sacarose foi determinada, ao longo do tempo, pelo
metodo colorimétrico, utilizando-se o Kit/teste-combinagio cat.No.139041 Boehringer

Mannheim, registando-se as absorvéncias a 340 nm de forma a permitir calcular o valor

e Cp-s - Corante 4cido 4 ‘oncentragdo de sacarose a partir da respectiva curva de calibragdo.

10benzéico—siringol :
E 4 ... A biodegradagio dos corantes foi acompanhada por espectroscopia de
OCHj; b L_\ Visivel, quantificando a diminuig@o da intensidade da banda de absor¢do méxima
A A ’C’-m) do corante, num espectrofotémetro UV/VIS Jasco 7850 (Japan Spectroscopic
_ = OH |3 d1°-v_ Ltd). Os espectros foram tragados a partir de 1 ml de amostra do sobrenadante
= L:““fa em 2,5 ml de solugdo tampdo apropriada. Para isso, prepararam-se solugdes
OCHs |3 Tpio de 4cido citrico/hidrogenofosfato de sédio [2] de diferentes valores de pH (de

oﬂ 26.4) com o objectivo de seleccionar o mais adequado (pH = 4,4), considerando que
€spectro de absorgdo deste tipo de corantes é dependente do valor do pH.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Ao longo do tempo foi evidente a descoloragio do meio de cultura, g ':
desenvolvimento da biomassa da estirpe de P. chrysosporium inoculada (Fig. 3). |

e
Fig. 3 - Meio de cultura liquido com o corante Cm-s, no tempo zero, apés a
inoculagdo (2 esquerda) e ao fim de 28 dias de incubagio (2 direita).

A par destas observagdes, obtiveram-se os espectros de UV-Visivel das virias
amostras recolhidas ao longo do tempo, que confirmavam a diminuigio da intensidade
de cor das solugdes dos corantes testados (ex. Fig. 4).

R e 14—~ rshparaey

1, 000
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0. 000
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Fig. 4 - Espectro de UV-vis, relativo a biodegradagéo do corante Sp-g, ao long®
de diferentes tempos de amostragem. As setas indicam a tendéncia para 2
diminuicdo das bandas na regido do UV e do Visivel.



Ao longo de todos os ensaios observou-se uma descoloragao do meio de c_ultura
sva diminuigdo da intensidade da banda na zona do UVpréximo-visivel,
 da biodegradagio deste tipo de corantes, atendendo a que, nos ensaios
Y 2. npio se registou uma variagdo significativa da concentragdo dos corantes
2 - m'cramcme, 3 formagdo de complexos de adsor¢@o corante/microrganismo

s incolor). O aparecimento de bandas de absorgdo na regiio UV longinquo
2 i,dica: a formacgdo de moléculas mais simples resultantes da biodegradagio dos
z0 testados. A diminuigdo da banda na regido UV longinquo permite

-

: iar a tendéncia para a mineralizagdo deste tipo de corantes (ex. Fig. 4).

agdo _do meio de Cultura, § l‘
asporium inoculada (Fig. 3), 48

A Perante diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura (1, 5 e 10 mg/L)
esificou-se a existéncia de resultados mais favordveis com a utilizagdo de 5 mg/L de

—.: 03 (Fig 5).
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Fig. 5 - Biodegradagdo do corante Sm-g ao longo do tempo de incubagio, em
meios de cultura com diferentes concentragdes de sacarose.

A biodegradagdo deste tipo de corantes ndo se verificou na auséncia de sacarose,

M‘“ ? que indica que o fungo ndo foi capaz de utilizar os corantes como tnica fonte de
r €arbono e energia. O desenvolvimento da biomassa acompanhou o desaparecimento da
0 i3carose e a biodegradagio do corante como se pode verificar, a titulo exemplificativo,
& (nm) B Cuso do corante Sm-g (Fig. 6).
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Fig. 6 - Diminuigdo da concentragdo do corante Sm-g, da concentragio de‘;

Perante estes resultados coloca-se a hipétese do corante ser utilizado como ;
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sacarose e 0 aumento da biomassa, ao longo do tempo de incubagio.

nutriente numa situagio de cometabolismo.

O meio de cultura sélido, que demonstrou ser mais adequado para a obtengio do ¥ a{
inéculo do fungo, foi o MPA, que permitiu uma pré-adaptac@o a este tipo de corantes 31

(Fig. 7).
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Fig. 7 - Biodegradagio do corante azo Sm-g em meio liquido, l.mhzmld‘J
inéculos provenientes de diferentes meios de cultura sélidos: MEA- '
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As componentes de acoplamento utilizadas, guaiacol e siringol, comprovaram
pos bioacessiveis, atingindo-se valores considerdveis de biodegradagfo, 89 % no
F:D corante Sp-g e 88 % no caso do corante Cm-s (Fig. 8).

r%\\\\i\\\\\\\\\\

Sp-
Sm-g Eig Corantes azo

Fig. 8 - Biodegradagdo dos 8 corantes azo ao longo de 28 dias de incubagio,
com o fungo pré-adaptado a Sm-g.

Verificou-se que todos os corantes que apresentam o grupo substituinte dcido na
posi¢io mera sao mais eficazmente biodegradados, em particular, os carboxilicos, Cmi-g
¢ Cm-s (Fig. 8). Verifica-se uma excepg¢ao no caso do corante Sp-g, cuja extensdo de
biodegradacio ndo difere de forma significativa do corante Sm-g, o que se poderd
justificar pela importéncia de se ter utilizado um corante também sulfénico e com igual
componente de acoplamento (guaiacol) no meio sélido de pré-adaptagdo, sendo

necessdria mais investigagdo nesse sentido.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Sintetizaram-se corantes com bioacessibilidade aumentada para fungos
lenhinoliticos, como o fungo da podridio branca P. chrysosporium, pela introdugio de
grupos presentes na estrutura da lenhina,

Optimizaram-se as condigdes experimentais para a biodegradagdo destes
corantes por este fungo (concentragio de sacarose e pré-adaptagio).

Verificou-se que a biodegradagfio ocorreu em grande extensio confirmando-se,
¢nire outros factores, a relag@o estrutura quimica do corante-biodegradagao.

Criam-se assim perspectivas vantajosas tanto para as inddstrias téxteis, na
utilizagdo de corantes que possuam na sua estrutura grupos bioacessiveis a
determinados agentes bioldgicos, como para o tratamento biolégico de efluentes usando
microrganismos que utilizem processos oxidativos de biodegradagio evitando a

produgio de aminas arométicas por redugio da ligagio N=N (azo).
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