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Introducéao

As moléculas organicas de dificil degradacdo, denominadas
“recalcitrantes”, podem ser de origem natural, sintetizadas pelo metabolismo
dos organismos, ou sintética, produzidas por industrias e estranhas ao
ambiente e, por esta razdo, sdo denominadas “xenobidticas” (do grego xenos =
estrangeiro). Desde o inicio do século XX, moléculas xenobiéticas vém sendo
lancadas no ambiente e compreendem varios tipos de compostos oriundos
principalmente de atividades industriais e da agricultura, como por exemplo,
agrotoxicos, corantes, farmacos, polimeros e plasticos. Muitos dos xenobiéticos
e/ou seus produtos de degradacdo representam potenciais ameacas aos
organismos vivos, podendo provocar desde sérias intoxicacbes até efeitos
mutagénicos em diversos organismos da comunidade biolégica afetando a
estrutura e funcionamento do ecossistema, além da salude humana. Por estas
razdes, ha um crescente interesse em desenvolverem novas tecnologias para
descontaminar ambientes poluidos por xenobidticos.

Este mini-curso ira abordar os processos biolégicos de descontaminacao
ambiental baseados na utilizacdo de fungos filamentosos, uma tecnologia
conhecida como biorremediacéo.

Visto que, as atividades industriais e a agricultura sdo as principais
fontes poluidoras do ambiente e que as classes de moléculas xenobioticas sédo
inUmeras, 0 nosso mini-curso tem como foco duas classes de compostos
amplamente utilizados nestas atividades, os corantes e o0s agrotoxicos da
classe dos herbicidas.

Corantes

Os corantes sintéticos sado muito utilizados em diversos tipos de
industrias, como a téxtil, farmacéutica, alimenticia, cosméticos, papel, entre
outras.

Aproximadamente 10.000 tipos de corantes e pigmentos séo utilizados
nas indUstrias e mais de 7x10° toneladas de corantes sintéticos s&o produzidos
anualmente no mundo. Em 1996 a producéo mundial de corantes foi de 8x10°
toneladas (Heinfling et al., 1998).

A principal caracteristica dos efluentes gerados nas industrias téxteis é
presenca de uma agua residual contendo elevada carga organica, cor
acentuada e compostos toxicos (figura 1), ao homem e ao meio ambiente
(Paschoal e Tremiliosi-Filho, 2005).

De acordo com a estrutura dos corantes e o seu potencial téxico,
genotoxicos e mutagénico, a maioria deles representam um perigo para todas
as formas de vidas, podendo afetar varios 6rgdos e sistemas dos animais,
causar reacOes alérgicas, dermatoses, além de propriedades carcinogénicas e
mutagénicas que sdo atribuidas principalmente aos corantescom
ligagbesazoounitro-amino, 0s quais podem causar tumoresde figado ebexiga
de animais em experimentos.
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Figura. 1: Empresa téxtil despejando efluente no ribeirdo
Jacaré em area rural de Itatiba-SP (2007). Foto Gustavo
Franco

Herbicidas

Desde 2008, o Brasil ocupa o posto de maior consumidor de agrotoxicos
do mundo. O consumo destes compostos vem crescendo a cada ano; em 2011
houve um crescimento de 10% em relacdo ao ano anterior. As vendas foram
impulsionadas principalmente pelas culturas de soja, cana, milho, algodao, café
e pastagem (Sindag, 2012).

Atualmente, os agrotéxicos da classe dos herbicidas estdo entre os mais
utilizados, juntamente com os inseticidas e fungicidas (figura 2).
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Figura 2. Estimativa do mercado de
agrotoxicos acumulado em 2011 (Milhdes R$).
Fonte: Sindag, 2012.



Descontaminacdo do ambiente

Apesar da grande diversidade de substancias quimicas lancadas no
ambiente, existe uma atenuacao natural da poluicdo em locais contaminados.
Na verdade, varios processos quimicos, fisicos e biolégicos podem ocorrer
para evitar o acumulo de poluentes no ambiente. Estes processos incluem a
volatilizacdo, oxidacdo abiotica, hidrélise e biodegradacdo por microrganismos
nativos (Gianfreda & Rao, 2004). No entanto, dependendo da estrutura quimica
da molécula, do modo e quantidade correta de aplicacdo e das caracteristicas
gerais do ambiente, ocorre o acumulo a indices considerados toxicos
(Chowdhury et al. 2008).

Compostos quimicos poluentes podem ser eliminados do ambiente por
incineracdo, lavagem dos solos e outras técnicas convencionais. Contudo,
estes métodos apresentam altos custos e impactos negativos sobre o
ambiente. A biorremediacdo mostra-se como uma alternativa competitiva, pois,
0 uso de sistemas biolégicos pode apresentar baixo custo e minimo impacto
ambiental em relacdo aos processos convencionais.

Biodegradacao e Biossorcgéo

A biorremediacdo é uma tecnologia alternativa de tratamento de locais
contaminados com xenobidticos e baseia-se no uso de sistemas biologicos,
como bactérias, fungos e enzimas, na degradacdo de poluentes ambientais.
Por ser uma forma natural de degradacdo de compostos quimicos, promove
um tratamento adequado, sendo de baixo custo e de minimo impacto ambiental
em relacdo as técnicas convencionais de remediacao.

Os corantes e herbicidas, de uma forma geral, apresentam uma
estrutura complexa, quimicamente e fotoliticamente estavel e resistente aos
processos de degradacdo naturais. No caso dos corantes, mesmo em com
baixas concentracdes, os efluentes gerados apresentam altas quantidades de
compostos organicos e coloragéo intensa na agua.

O ideal é que os produtos da biodegradacdo tenha estrutura menos
recalcitrantes em relacdo a molécula original ou na mineralizacdo (conversao
total dos compostos organicos) do xenobidtico, produzindo compostos
quimicos simples como: CO, H,0, NHs SO,2, PO,? (Gaylarde et al., 2005).

Nas ultimas décadas, a possibilidade de utilizar fungos basidiomicetos em
estratégias de biorremediacdo tem obtido éxito nas pesquisas devido a
habilidade destes fungos de degradar uma grande variedade de poluentes
ambientais altamente persistentes por meios inespecificos. Dentre o0s
basidiomicetos mais utilizados estdo os que causam a podriddo branca da
madeira.

Como um dos processos de biorremediagao, a biossor¢cdo desempenha

uma significante funcéo na remocao de xenobidticos de aguas contaminadas. A
biossorcdo € um processo fisico-quimico que envolve a adsorcdo de um
composto quimico na superficie celular de um material biolégico que pode estar
vivo ou morto (fungos, bactérias e algas). Os principais atrativos da biossorgéo



sdo a alta seletividade e eficiéncia, baixo custo e bom desempenho de
remocdo (Aksu, 2005). Outro processo comumente utilizado é a
bioacumulacéo, baseado na incorporacéo do composto dentro da célula viva.

Biorremediacéo por fungos da podriddo branca da madeira (White rot
fungi)

Os fungos sdo importantes componentes da microbiota e apresentam
atividade degradativa de amplo espectro, podendo secretar grande diversidade
de enzimas extracelulares, o que os torna capazes de metabolizar os mais
diversos tipos de moléculas, incluindo compostos xenobioticos. Em seu
ambiente natural, os fungos degradam polimeros contidos na madeira como a
celulose, hemicelulose e lignina, a partir dos quais obtém energia para seu
crescimento e reproducdo. Os fungos da podriddo branca (figura 3) sdo os
Unicos microrganismos capazes de degradar todos os polimeros da madeira,
incluindo a lignina.
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Figura 3: Trametes villosa (Sw.) Kreisel (Foto: A. M.
Gugliotta).
Fonte:http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br

A lignina é um polimero aromatico e heterogéneo que fornece resisténcia ao
tecido vegetal (figura 4). Sua complexa e irregular estrutura quimica faz da
lignina muito resistente ao ataque de enzimas, sendo impossivel sua absorcao
e degradagdo por mecanismos intracelulares. Por isso, os fungos da podridao
branca da madeira desenvolveram mecanismos muito inespecificos, baseados
em enzimas extracelulares, para a degradacéo da lignina.
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Figura. 4: Estrutura quimica da lignina

Foi com o entendimento do sistema enzimatico de degradacédo da lignina
por fungos da podriddo branca que se propds que 0os mesmos poderiam ser
utilizados na degradacdo de poluentes ambientais. Esta capacidade deve-se a
semelhanca entre as estruturas da lignina e alguns compostos organicos
sintéticos (Figura 5).
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Figura 5: Comparacdo entre a estrutura quimica da lignina e de alguns
compostos xenobidticos.

As enzimas microbianas mais importantes nos processos de
biorremediacdo séo a lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e
lacase (Lac). A natureza inespecifica do processo de degradacdo permite que
essas enzimas sejam utilizadas na degradacao ou mineralizacdo de compostos
com alta persisténcia.

Entre os fungos filamentosos, Phanerochaete chrysosporium tornou-se um
sistema modelo para o estudo da degradacao de xenobidticos sendo conhecida
sua capacidade de degradar muitas classes de compostos, inclusive pesticidas,
tais como bentazon, diuron, isoproturon e isoxaflutol (Castillo et al. 2000,
Castillo et al. 2001, Fratila-apachitei et al. 1999, Mougin et al. 2000). O sucesso
desta espécie de basidiomiceto tem estimulado estudos sobre outros fungos
ligninoliticos com potencial para a biorremediacdo. E o caso de Pleurotus
pulmonarius, Coriolus versicolor e Tremetes versicolor (Masaphy et al. 1996,



Hiratsuka et al. 2001, Uhnakova et al. 2009). Grande parte dos estudos aponta
as enzimas ligninoliticas extracelulares como principais responsaveis pelos
processos degradativos de moléculas poluentes.

Isolamento de microrganismos a partir do solo

O isolamento de microorganismos permite o estudo detalhado de suas
vias metabdlicas, enzimas e produtos intermediarios. E o isolamento permite
detectar que tipo de degradacdo esta ocorrendo no ambiente (catabdlica ou
cometabdlica) (Melo e Azevedo, 1997).

Na mineralizacdo, a biomassa da populacdo aumenta as custas do
substrato e este diminui de concentracdo. Neste caso, as moléculas séo
quebradas em moléculas inorganicas, tais como CO,, CO, H,O, NHs, H,S e
HCI. Sendo este, portanto, o Unico meio de se eliminar totalmente o composto
xenobidtico do ambiente.

No caso do cometabolismo, ndo ha dispéndio de energia. Neste caso, 0
crescimento microbiano requer a presenca de um substrato secundario como
fonte de carbono e energia, podendo transformar a molécula sem retirar dela a
energia para o seu desenvolvimento.

As populacdes degradadoras de pesticidas representam uma pequena
fracdo da parcela total de microorganismos. Eles podem ser isolados de solos,
aguas, sedimentos e areas contaminadas com pesticidas, ou ainda, pode-se
recorrer a areas agricolas com histérico de aplicacédo de pesticidas.

Um caminho mais rapido e direto é realizar o isolamento seletivo de um
determinado grupo de microorganismos previamente testados como eficientes
agentes degradadores.

A comunidade microbiana, o nimero e o tipo de microorganismos
encontrados sao definidos pelas particularidades do reservatério do qual foram
isolados, o solo. As influéncias mais comuns a atividade microbiana séo: a
localizacdo geografica, a temperatura, umidade, pH e aeracdo do solo, logo,
também afetam diretamente na degradacao de pesticidas no solo.

A procura de microorganismos degradadores de xenobioticos pode estar
direcionada as areas de aplicabilidade de pesticidas e o insucesso deste
isolamento pode estar relacionado a recalcitrancia da molécula em estudo,
dificultando a sua degradacéao.

Quando o0 objetivo da coleta é somente o0 isolamento de
microorganismos Uteis com potencial de degradacao, geralmente, procede-se a
coleta diretamente da area de estudo, coletando-se pequenas sub-amostras e
homogeneizando-as, para posterior andlise. Deve-se observar também no ato
da coleta informacfes adicionais do local, tais como: o tipo e o horizonte do
solo para referéncias futuras.

Do mesmo modo, o transporte e o armazenamento do material devem
ser feitos com cuidado para que a populacdo microbiana néo se altere. O ideal
seria que as condicbes da amostra fossem mantidas em laboratério nas
mesmas do ambiente, mas como isso é improvavel, recomenda-se proceder ao
isolamento imediatamente apOs a coleta ou poucos dias apés, sendo que o
ideal € que as analises sejam feitas em até 6 horas apoés a coleta.



Recomenda-se coletar as amostras nos cinco primeiros centimetros do
solo, pois € nessa profundidade que a maioria dos microorganismos habita. Se
na rea amostrada ndo se encontrar um grande numero de microorganismos,
pode-se recorrer ao isolamento a partir de solo rizosférico ou raizes.

Técnicas de enriqguecimento do solo e suplementacdo do meio de cultura
com o pesticida em estudo tem a vantagem de estimular os microorganismos
com potencial de utilizacdo do composto, como fonte de nutrientes, com
vantagem seletiva em detrimento aos outros microorganismos que abundam
naquele solo.

Um problema que surge no enriquecimento de solos € a toxicidade,
insolubilidade em agua, volatilidade das substancias xenobidticas. Os meios de
cultura para isolamento geralmente sdo compostos de uma solucdo de sais
minerais suplementada com o composto xenobibtico em estudo, que é usado
como fonte de carbono. Um diagndstico rapido para identificar biodegradadores
€ observar a mudanca de coloracdo do meio de cultura ou halo de degradacéo
ao redor das col6nias, em funcao do uso de indicadores acido-base.

Um exemplo ilustrativo € o herbicida 2,4-D, usando-se o indicador
vermelho de bromocrezol em um meio de sais minerais com 2,4D como Unica
fonte de carbono e extrato de levedura como fator de crescimento. A oxidac&o
microbiana do 2,4D resulta na producédo de HCI, mudando a cor do meio de
vermelho (pH 7,0) para amarelo (pH 5,2).

Inicialmente, quando 0s microorganismos S&80 expostos a um
determinado xenobiotico, geralmente ha um periodo inicial de adaptacdo onde
nenhuma mudanca é observada. E essa fase de adaptacao finaliza quando o
inicio da biodegradacéao €é detectado.
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