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RESUMO

As industrias téxteis contribuem amplamente com a contaminagdo ambiental. A solugdo mais indicada pela
biotecnologia € biorremediacao utilizando microrganismos com capacidade de degradar os residuos
industriais, principalmente os corantes sintéticos. O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade de trés
isolados de macrofungos do género Geastrum em oxidar componentes fendlicos e degradar o corante téxtil
Azul Brilhante de Remazol R (RBBR). Culturas miceliais puras foram obtidas e blocos de 5x5 mm? foram
inoculados em meio de cultura sélido Batata Dextrose Agar (BDA) com &cido tanico (0,5 %) e mantidos por
24 h a 252 °C no escuro. Apos, blocos das mesmas culturas puras foram inoculados em meio BDA com
corante RBBR (0,02 %) e mantidos nas mesmas condi¢des de cultivo por cinco dias. Foram consideradas
positivas para a presenca de fenoloxidase, as amostras que apresentaram halo marrom acastanhado no
meio de cultura. A atividade enzimatica foi classificada visualmente de acordo com a tonalidade do halo de
oxidacao e a partir de suas medidas de didmetro. A avaliagdo da degradacdo do corante seguiu 0 mesmo
parametro quanto ao halo de transparéncia no substrato. Os experimentos foram testados em cinco
repeticdes. Para avaliagdo estatistica, os experimentos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA)
e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a nivel de 5 % de significAncia. Os resultados apontaram
que a espécie G. subiculosum foi a mais promissora quanto a oxidagdo do substrato e a degradacédo do
corante RBBR, portanto, a mais indicada para estudos biotecnoldgicos.

Palavras-Chave: Residuo industrial; Biorremediacéo; Basidiomycetes; Estrela da terra.

ABSTRACT

The textile industries contribute widely with the environmental contamination. The solution more indicated by
biotechnology is to using bioremediation microorganisms with ability to degrade industrial waste, mainly
synthetic dyes. The objective of this study was to evaluate the capacity of three isolates macrofungi of genus
Geastrum in oxidize phenolic components and degrade the textile dye Remazol Brilliant Blue R (RBBR).
Pure mycelial cultures were obtained and 5x5 mm?® blocks were inoculated in solid culture media Potato
Dextrose Agar (PDA) with tannic acid (0,5 %) and kept for 24 h at 25+2 °C in the dark. After, blocks from the
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same pure cultures were inoculated in solid culture media PDA with RBBR dye (0,02 %) and kept under the
same growth conditions for five days. It was considered positive for the presence of phenoloxidase the
samples that showed brownish brown halo in the culture media. The enzymatic activity was visually classfied
accordind to its oxidation halo hue and from its diameter measures. The evaluation of the degradation of the
dye followed the same parameter as the transparent halo in the substrate. The experiments were tested in
five repetitions. For statistical evaluation, the experiments were submitted to Analysis of Variance (ANOVA)
and the avareges were compared by the Tukey test at the 5 % level of significance. The specie G.
subiculosum was the most promising concerning the substrate oxidation and the degradation of the dye
RBBR, therefore the most suitable for biotechnological studies.

Key Words: Industrial waste; Bioremediation; Basidiomycetes; Earthstar.

INTRODUCAO

A industria téxtil desempenha um
papel relevante na economia de muitos
paises e ao passo em que influenciam os
valores monetarios, também contribuem
largamente com a contaminagdo ambiental
(1,2). A produgédo de residuos oriundos
dessas industrias, principalmente os corantes
sintéticos, quando nao tratados
adequadamente, podem oferecer riscos a
saude humana (3) por serem geralmente
mutagénicos e carcinogénicos (4,5) e
também aos ecossistemas (6).

Nos ambientes naturais, esses
efluentes sao altamente contaminantes. Se
despejados nos  rios, diminuem a
transparéncia da agua e consequentemente,
reduzem a penetragdo da radiagdo solar
modificando a atividade fotossintética do
ambiente (6,2), além de consumirem o
oxigénio dissolvido por oxidagcao biolégica e
com isso, causam o aumento da demanda
bioquimica de oxigénio (1).

No Brasil, as industrias téxteis se
concentram nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste, onde juntas agrupam cerca de 75
% das atividades industrias utilizam corantes
sintéticos em algum processo de producéo
(5). Na regidao Norte, essa atividade nao é
acentuada e consequentemente, nao ¢é
marcante na economia nacional, no entanto,
atua diretamente no consumo de produtos
desenvolvidos nos grandes centros, gerando
residuos contaminantes nos ecossistemas
amazonicos.

Em relacdo a descontaminacgao,
varios organismos podem ser utilizados na
degradacao desses efluentes como plantas,
bactérias ou fungos, por apresentarem, em
muitos casos, a capacidade de producéo de
enzimas habeis na degradagdo desses
produtos despejados nos ambientes naturais
(7). No caso dos microrganismos, eles
podem agir na transformagcédo dos compostos
usando diversas fontes de contaminacao
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ambiental para o crescimento, para nutri¢cdo,
ou ainda possuem a capacidade de degrada-
los e assim, tornaram-se 0S recursos mais
acessados para a biorremediagao (8,9).

Dentre esses microrganismos, 0s
fungos basidiomicetos, especialmente os de
podriddo branca, sdo os mais indicados pela
biotecnologia por sua eficiéncia na producao
de bioprodutos. Esses fungos apresentam
um enorme potencial na biodegradacao de
residuos industriais por apresentarem
enzimas fenoloxidases e serem capazes de
degradar e mineralizar compostos
lignoceluloliticos, fendlicos e xenobibticos
(10). Nesse sentido, esse grupo de fungos
torna-se uma ferramenta com alto potencial
de acdo na recuperacdao de ambientes
contaminados (11), por serem capazes de
degradar e mineralizar um amplo espectro de
corantes, além de iniumeros compostos de
caréter toxico e recalcitrante (12).

Em fungos do género Geastrum
Pers., familia Geastraceae, cujos
representantes sao popularmente
conhecidos como estrelas da terra ou como
visto na literatura especializada como
“earthstar’ devido ao aspecto estreliforme
que os basidiomas adquirem na maturidade
(13), pouco se conhece a respeito da
producdo dessa enzima e do seu potencial
de uso como agente de descontaminacao
ambiental.

A diversidade do género, apesar de
relativamente baixa, com cerca de 50
espécies descritas (14) em relagdo a outros
grupos de basidiomicetos, tém aumentado
significativamente (15-20). No Brasil, até o
ano de 2009, 40 espécies tinham sido
catalogadas (21), tendo a Amazdnia,
contribuido para o aumento gradativo com
novas espécies (17), bem como novos
registros de ocorréncia (18). Esse aumento
na diversidade, também confere mais
possibilidades de exploracdo do género em
processos biotecnoldgicos, como ja relatado
para o grupo (22,23).



Com o intuito de contribuir com
informagdes para fins biotecnoldgicos desse
grupo de basidiomicetos, esse estudo
objetivou avaliar a habilidade de trés isolados
amazOnicos do género Geastrum
pertencentes as  espécies  Geastrum
lloydianum Rick, G. schweinitzii (Berk. & M.A.
Curtis) Zeller e G. subiculosum Cooke &
Massee, em oxidarem componentes
fendlicos e atuarem como potenciais
ferramentas na degradacdo do corante
sintético Azul Brilhante de Remazol R
(RBBR), um efluente téxtil contaminante.

MATERIAL E METODOS

Os espécimes foram coletados no
Campi do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazénia (INPA), Regidao de Manaus-AM, no
periodo chuvoso de 2014 e os experimentos
para andlise da presenca da fenoloxidase e
degradagdo do corante RBBR foram
realizados no Laboratério de Microbiologia do
mesmo instituto.

Obtencao das culturas puras

As culturas miceliais puras foram
obtidas a partir da inoculacdo de fragmentos
do contexto dos basidiomas ainda frescos
em condicdes assépticas, em camara de
fluxo laminar com auxilio de um bisturi
esterilizado e transferidos para placas de
Petri (90 mm &) contendo 15 mL de meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA),
acrescido de antibiético (Tetraciclina 0,072
g/L) (Sigma®). As placas de Petri foram
mantidas a 25+2 °C sem iluminacdo em
estufa do tipo Demanda Biologica de
Oxigénio (BOD) até obtencado de culturas
puras.

Deteccao da producao de enzimas

Para detectar a presenca da enzima
fenoloxidase, foram transferidos dois blocos
de 5x5 mm? da cultura pura para placas de
Petri (90 mm @) contendo 15 mL de meio
BDA acrescido de éacido tanico (0,5 %), em
seguida foram mantidos por 24 h a
temperatura de 25+2 °C no escuro. As
amostras que apresentaram halo marrom
acastanhado no meio de -cultura foram
consideradas positivas, por indicarem a
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oxidacdo degradativa do &acido tanico na
presenga da enzima oxidase (24). Foi
utiizado como controle um isolado de
Phanerochaete  chrysosporium  (Burds.)
Hjortstam & Ryvarden por nao apresentar
fenoloxidase (controle') (25).

A atividade enzimatica foi avaliada
visualmente quanto a tonalidade do halo
formado e classificada em trés niveis: fraco
(+), médio (++) e forte (+++) e os halos de
oxidacdo do substrato foram mensurados
com o auxilio de uma régua milimetrada.

Para verificagdo da degradagédo do
corante industrial, quatro blocos de 5x5 mm?
da cultura pura foram transferidos para
placas de Petri (90 mm J) contendo 15 mL
de meio BDA acrescido do corante RBBR
(0,02 %). Os in6culos foram mantidos a 25+2
°C no escuro por cinco dias e como controle
foram utilizadas placas ndo inoculadas
(controle®). O potencial de degradacdo do
corante também foi avaliado visualmente,
mas levou-se em consideracdo a
transparéncia do halo no substrato,
classificado em pouco transparente (+),
intermediario (++) e {transparente (+++),
sendo o didmetro do halo também
mensurado com o auxilio de uma régua
milimetrada.

O estudo foi inteiramente ao acaso,
com cinco repeticbes e as médias das
medicdes dos halos de oxidagdo e
degradagao foram submetidas a Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste Tukey a posteriori
com auxilio do programa ASSISTAT versao
7.7 beta.

RESULTADOS

Os trés isolados testados
apresentaram reacao positiva para o teste de
fenoloxidase, havendo diferenca entre as trés
espécies. O isolado da espécie G. lloydianum
(Figura 1A) foi o que apresentou um halo
menos aparente de oxidacao (Figura 1B) e
G. subiculosum (Figura 1E), o que mais
oxidou o substrato, sendo este classificado
de acordo com sua atividade enzimatica
como forte (+++) por meio da avaliagdo
visual (Figura 1F).
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Figura 1. Produgédo de fenoloxidase para trés isolados do género Geastrum. A-B) Geastrum
lloydianum; C-D) G. schweinitzii e E-F) G. subiculosum.

Os substratos onde os espécimes se
desenvolvem indicam forte relagdo com o
grau de oxidacdo do meio de cultura. A
espécie G. lloydianum foi coletada crescendo
em solos arenosos sombreados com poucas
folhas em decomposicdo, nesse caso,
encontrando  pouco  material  vegetal
disponivel para degradagao. A coleta de G.
schweinitzii foi realizada em acumulo de
folhas e restos de madeira em
decomposi¢do, portanto apresenta uma
maior habilidade em produzir tais enzimas.

Ja a espécie G. subiculosum, foi coletada
colonizando diretamente a madeira em
decomposigao, e consequentemente,
apresentou o maior potencial de oxidagéo do
meio de cultura em virtude da demanda de
producéo de fenoloxidases.

Quanto a capacidade de degradar o
corante sintético, G. lloydianum foi o Unico
que nao apresentou halo de transparéncia
aparente (Figura 2A) e o melhor perfil de
degradagdao foi observado para G.
subiculosum (Figura 2C).

Figura 2. Degradacdo do corante Azul Brilhante Remazol R (RBBR) por isolados do género
Geastrum mantidos por cinco dias a 25£2 °C, no escuro. A) Geastrum lloydianum; B) Crescimento

micelial de G. schweinitzii e C) G. subiculosum.
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Na Tabela 1 € mostrada a diferenca
entre os trés isolados quanto a oxidacdo do
acido tanico e a degradagcdo do corante a
partir da avaliacao visual e do diametro dos
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halo de oxidacdo e consequentemente, o
maior o halo de degradagdo do corante
considerando a transparéncia deixada no
substrato.

halos no substrato. Entre os isolados
testados, G. subiculosum apresentou o maior

Tabela 1. Avaliacdo da atividade da enzima Fenoloxidase e da degradacao do corante sintético
RBBR para isolados de trés espécies do género Geastrum.

Oxidacao do substrato Degradacéao do corante

Isolado - Halo de - Halo de
A:’/?S“lfaﬁ?" oxidacao A\\;?Slfg’l?o degradagao

(mm)* (mm)®

Controle’ - -

Controle? . _

Geastrum lloydianum + 4° - -

G. schweinitzii + 8,8° + 4,8°

G. subiculosum +++ 13,22 +++ 10,42

CV (%) 4.21 6.58

1. Controle do experimento de oxidagao do acido tanico: (-) auséncia de oxidagado. 2. Controle do
experimento de degradagao do corante: (-) auséncia de degradacao. 3. Avaliacdo visual quanto a
tonalidade do halo marrom acastanhado no substrato: (+) fraco, (++) médio, (+++) forte. 4. Médias
dos halos de oxidagao. 5. Avaliagao visual da transparéncia do halo de degradagao do corante no
substrato: (+) pouco transparente, (++) intermediario e (+++) transparente. 6. Médias dos halos de
degradacado. CV: coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras iguais nao diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05). Média de cinco repeticdes.

DISCUSSAO

O género Geastrum apresenta
potencial biotecnolégico como apontado por
Guerra-Dore et al. (22) em estudo realizado
com a espécie G. saccatum Fr., no qual
detectou-se que a mesma apresenta agao
anti-inflamatéria, antioxidante e citotoxica.
Karun e Sridhar (23) ao apresentarem relatos
da associagao ectomicorrizica para o género,
também criaram possibilidades de uso do
grupo na biotecnologia ambiental. Quanto as
trés espécies alvo desse estudo, ndo foram
encontrados relatos na literatura quanto a
producdo de fenoloxidase, de igual forma,
nao ha, antes do presente estudo, relato do
potencial de uso como descontaminante
ambiental, principalmente como degradador
do corante sintético RBBR.

Souza et al., (26), testaram isolados
de fungos basidiomicetos amazdnicos quanto
a producao de fenoloxidases e a degradacao
de efluentes industriais, concluindo que 50 %
das linhagens testadas apresentaram halo de
oxidagdo do substrato por fenoloxidases,
sendo estas indicadas como linhagens em
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potencial para degradacdo de corantes
industriais, assim como foi observado para
as espécies do género Geastrum, aqui
estudadas. Silva et al.,, (27) fizeram as
mesmas constatagdes para os isolados dos
géneros Ganoderma P. Karst., Funalia Pat. e
Trametes Fr., em que também apresentaram
capacidade de degradacdo do corante
RBBR.

Algumas espécies de basidiomicetos
que apresentam a enzima fenoloxidase,
chegam a degradar até 54 % dos corantes
sintéticos, podendo ultrapassar 70 % de
degradacdao em um curto periodo de tempo
dependendo da espécie utilizada (27-30).
Apesar de nesse estudo ndo ter sido
considerado o percentual de degradacao do
corante, o tempo de cultivo, o didmetro e a
total transparéncia do halo, sugerem que a
espécie  mais  promissora  apresente
resultados superiores se cultivada em meio
de cultivo liquido.

Apesar de ser pouco conhecida em
basidiomicetos, essa atividade enzimatica é
observada em outras espécies do grupo,



onde além da producdo da enzima
fenoloxidase, também  apresentam a
capacidade de degradar corantes industriais
(28). Assim, é sugerido que a produgao e a
atividade das fenoloxidases nos fungos,
estejam relacionadas com a degradacao de
produtos sintéticos (27,29), sendo este
estudo mais uma evidéncia dessa
constatagao.

Yamanaka e Machado (30) também
observaram que a produgdo de lacases
produzidas pelo fungo Psilocybe castanella
Peck estavam diretamente envolvidas na
descoloracdo do corante RBBR. Tais dados
compilados indicam que a intensidade do
halo de oxidacdo parece estar relacionada
com o potencial de degradacao do referido
corante sintético, como sinalizado pelas
espécies Geastrum na clara relagéo entre a
produgdo da enzima e a degradagdo do
corante industrial.

Esses estudos evidenciam o
relevante papel das enzimas fenoloxidases,
sobre tudo como indicadoras da capacidade
de degradacdo de corantes industriais,
contudo, requerem mais esforgos em
pesquisas para consolidagdo  dessas
evidéncias. Ampliam-se também as espécies
de basidiomicetos a serem explorados
biotecnologicamente, e sendo o género
Geastrum de ampla distribuicao (31), criam-
se possibilidades de pesquisa para além da
Amazénia.

CONCLUSAO
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As trés espécies produzem as
enzimas fenoloxidases, mas sugere-se que
sua presenga e intensidade estejam
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