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RESUMO

Neste trabalho, avaliaram-se o crescimento e a capacidade de biosor¢ao de metais
de Pleurotus sajor-caju PS 2001, em meios de cultivo liquido e s6lido, contendo sulfatos
de cobre I, de ferro II, de aluminio, de zinco, de cromo II e de niquel I, em concentragdes
de 30 ou 60mg.100mL™" . O crescimento e a massa micelial foram avaliados aos 7, 14 ¢ 21
dias de desenvolvimento para cultivo liquido sendo que para cada etapa de
desenvolvimento foram retiradas amostras que foram submetidas a metodologia PIXE para
determinag@o da biosorcdo dos elementos presentes nas amostras. No cultivo solido, apos
21 dias forampara os corpos de frutificagdo dos cultivos so6lidos. Para cada etapa de de do
trabalho desenvolveu-se um método que se mostrou adequado para quantificar
indiretamente a massa fingica. Os diferentes tratamentos foram propostos seguindo o
método de andlise de superficie de Box-Wilson, possibilitou a otimizacdo do meio de
crescimento ao indicar que adigdes de sais nas concentragdes variaveis presentes nos
fermentadores e aplicadas nos tratamentos otimizados de T1 até TS5, correspondentes a
(NH4).SO4: T1 = 20,50mg a TS5 = 24,48mg; MnSO,4: T1 = 0,0235mg TS5 = 0,0275mg e
CuS0..5 H,O: T1 = 0,024mg a TS5 = 0,030mg, possibilitaram um aumento de até trés
vezes da massa fungica de P. sajor-caju, nos primeiros 15 dias de crescimento, em
relagdo aos meios sem adi¢dao. Os diferentes tratamentos também apresentaram variagao
favoravel para a secrecdo das enzimas lacases que tiveram sua producdo aumentada em
valores de 75% até¢ 200%; a secre¢do das enzimas manganés peroxidases apresentaram
aumento variavel de 25% até 90%, indicando que as variacdes nas adigdes dos sais
empregados nos tratamentos originaram diferentes valores para as secre¢des enzimaticas.
Adicionalmente, constatou-se que a adi¢do de sulfato de cromo III e sulfato de niquel II
aos meios de cultivo na ordem de 9,41 mg/ favorece a producdo de massa fingica, bem

como a secre¢ao de lacases e manganés peroxidases.



ABSTRACT

In this work, Pleurotus sajor-caju PS2001 was cultivated in solid-state, in a
medium formulated with sawdust of Pinus spp and wheat bran, to which had been added
cupric sulphate, manganese sulphate and ammonium sulphate. Different treatments had
been made with these salts, aiming at the solid cultive medium otimization for attainment
of bigger productivity in the commercial production of mushrooms.

In the first stage of the work a method was developed that was adequate to quantify
indirectly the fungi mass indirectly. This method was based on the amount of chitin of the
fungi wall which was estimated by the evaluation of the free N-acetilglucosamine
concentration released for enzymatic hydrolysis. Different treatments had been considered
following the methodology of Box-Wilson, who indicated the amounts of salts ideals to the
medium, which allowed an increase of up to three times in the content of
fungus mass during the first 15 days of growth. The treatments had also shown to
favorable variation for the secretion of lacases and manganese peroxidases, indicating the
potential use of these mushrooms also for the production of these enzymes and purpose of
biorremediation. Additionally, one evidenced that the phenol addition to the cultive
medium favors the production of fungus mass as well as the secretion of lacases and

manganese peroxidases.
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1. INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul caracteriza-se por apresentar grande concentracao de industrias,
podendo-se destacar industrias quimicas, de celulose, de curtimento, de metalurgia e de
refino de petroleo, entre outras. Como parte inerente do processo de desenvolvimento
industrial, ha a geracdo de residuos altamente poluentes, como os metais, que sao
encontrados tanto nos residuos solidos como nos efluentes liquidos provenientes destas
industrias.

Quando estes residuos sao gerados em grande quantidade e ndo t€ém o gerenciamento
adequado podem contaminar solos e dguas, afetando de modo significativo a qualidade de
vida e a saude dos seres humanos, além de comprometer o meio ambiente como um todo.
Portanto, ¢ indispensavel o tratamento de tais residuos, ndo so6 para o atendimento as leis
ambientais, mas como uma forma alternativa para recuperagdo do valor econdmico a eles
agregado.

Por outro lado, paralelamente ao desenvolvimento industrial, hd o desenvolvimento
de metodologias e a aplicagdo de novas tecnologias para remoc¢ao e transformacao de
compostos toxicos presentes em residuos solidos industriais. O uso de microrganismos
com capacidade de adsor¢do para o tratamento de efluentes e processos de bioremediagdao
tém se destacado em anos recentes. Neste contexto, a utilizacao de fungos degradadores de
lignina aparece como uma promissora alternativa para o tratamento de residuos solidos
industriais, particularmente pela presenca de suas enzimas oxidativas, que também podem
ser aplicadas como enzimas livres. Entre os fungos héabeis a produzir enzimas
extracelulares que degradam a lignina, encontram-se os fungos da podriddo branca da

espécie Pleurotus sajor-caju, do género Pleurotus sp.
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Os fungos do género Pleurotus sp. secretam as enzimas fenol-oxidases que catalisam
as reagdes que envolvem a remocao tanto fendis potencialmente toxicos liberados durante
a degradacdo da lignina, como toxinas produzidas por outros organismos. Como
conseqiiéncia, as enzimas por eles secretadas tém aplicagdo potencial em corantes,
industria téxtil ou de papel, bem como na degradacdo de fungicidas, inseticidas,
hidrocarbonetos aromaticos, residuos fendlicos e varios xenobidticos, que sdo
reconhecidos como poluentes ambientais.

Ha também estudos que relatam a capacidade de biosor¢do de metais por diferentes
biomassas microbianas, principalmente quando estes estdo presentes em solucdes aquosas.
Para tais estudos sdo empregados organismos vivos € nio-vivos € seus derivativos, tais
como fungos filamentosos, leveduras, algas e bactérias. Os fungos filamentosos parecem
ser os microrganismos mais hdbeis a realizar a biosor¢ao de metais, principalmente devido
a sua alta tolerancia e a habilidade de incorporarem em sua biomassa, metais
eventualmente presentes em residuos industriais.

O desenvolvimento de estudos envolvendo o crescimento do fungo filamentoso P.
sajor-caju e sua capacidade de biosorcdo de metais podem ser de grande relevancia na
medida em que estes estdo presentes em distintos residuos industriais, em efluentes
liquidos e so6lidos e tém efeitos inibitoérios no crescimento de muitos organismos utilizados
em tratamentos de descontaminagdo. Portanto, processos biotecnoldgicos efetivos,
envolvendo aplicagdo de microrganismos, requerem mais estudos tanto para o controle
apropriado das condi¢des de reagdo e aplicabilidade, como para maximizar os resultados e

minimizar os custos envolvidos na utilizacao das técnicas estudadas.
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Deste modo, neste trabalho objetivou-se avaliar o crescimento ¢ a capacidade de
biosor¢do de metais por Pleurotus sajor-caju, em meios de cultivo liquido e solido,
contendo os metais cobre, ferro, aluminio, zinco, cromo e niquel, normalmente presentes
em residuos industriais. Como pardmetros foram avaliados a massa fingica obtida nos
cultivos liquido e so6lido, os conteudos de metais presentes nesta massa fingica e também o
efeito do estresse causado pela presenca dos metais selecionados sobre a secrecdo das
enzimas lacases e manganés peroxidases.

O estudo do efeito do estresse causado pela presenca dos metais, na secre¢do das
enzimas lacases e manganés peroxidases, foi realizado como parte de uma estratégia de
investigacdo aplicada com o intuito de ampliar a compreensao dos processos envolvidos no
mecanismo de biosor¢do de metais por P. sajor-caju. A soma de todos os estudos
realizados no presente trabalho pretendeu contribuir para viabilizar o emprego de P. sajor-

caju em bioprocessos que envolvam a remocdo de metais.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Avaliar o crescimento e a capacidade de biosor¢cdo de metais pelo fungo Pleurotus

sajor- caju, em cultivo liquido e em cultivo sélido.

Objetivos especificos:

- Verificar a capacidade de crescimento de P. sajor-caju em cultivo liquido e em cultivo
solido, na presenca de solucdes com diferentes concentragdes dos sulfatos de cobre II,
de ferro II, de aluminio, de zinco, de niquel II e de cromo III e na associagdo de todos
estes sulfatos;

- Averiguar a capacidade de biosor¢do de metais pelo micélio de P. sajor-caju em
cultivos liquidos;

- Determinar a capacidade de biosor¢do de metais pelos corpos de frutificagao de P.
sajor-caju;

- Analisar a capacidade de biosor¢cao de P. sajor-caju crescido em cultivo liquido,
perante a adi¢do das solugdes de metais em diferentes estagios de crescimento fliingico;

- Quantificar a atividade de lacases e manganés peroxidases em cultivo solido P. sajor-

caju na presenga de metais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Geraciao de residuos industriais, poluicio ambiental e remoc¢ao de metais

A poluicao da agua, ar e solo por metais pesados, ¢ um dos mais importantes e
dificeis problemas ambientais e tem um alcance mundial. Os metais pesados como
chumbo, cobre, cddmio, zinco e niquel estdo entre os poluentes mais comuns encontrados
em efluentes industriais (Sheng et al., 2004). Celaya et al. (2000) afirmam que os metais
pesados geralmente formam compostos que podem ser toxicos, carcinogénicos ou
mutagénicos, mesmo em baixas concentracoes € observaram que de todos os metais ou
elementos com caracteristicas metalicas, trinta, podem formar compostos que sdo toxicos
para o homem.

Em muitos paises a aplicagdo de residuos solidos provenientes de plantas de
tratamento de residuos, em terras cultivaveis, ¢ uma pratica comum. Esta pratica tem
causado novos problemas tanto para o ambiente como para a saude humana, devido a
contaminagdo de solos, agua e alimentos, causada por metais pesados, compostos
organicos e agentes biologicos (Mougin ef al., 2002).

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) criou uma proposta
de resolu¢ao em 04 de Abril de 2006, na qual estdo contemplados os critérios e valores
orientadores referentes a presenca de substancias quimicas tais como aluminio, cromo,

cobre, ferro, niquel e zinco, visando a protecdo da qualidade do solo e das aguas

subterraneas (Tabela 1).
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Tabela 1. Lista de valores orientadores para solos e para dguas subterraneas

Substancias Solo (mg.kg™! de peso seco) Agua
Subterrianea
(ng.L™)
Intervengao
Prevengao Agricola |Residencial |Industrial | Intervencdo
APMax
Aluminio - - - - 200
Cobre 60 200 400 600 2.000
Cromo 75 150 300 400 50
Ferro - - - - 300
Niquel 30 70 100 130 20
Zinco 300 450 1.000 2.000 5.000

Fonte: CONAMA- Proposta de resolugdo de 04 de Abril de 2006.

Metais como zinco, niquel, cromo, cobre e selénio sdo amplamente empregados em
processos industriais e o efeito destes elementos quando encontrados em pequenas
concentragdes tém sido investigado. E também conhecido que Zn, Cu, Cr e Fe, podem
influenciar na estabilidade das membranas celulares bem como na sintese de acidos
nucléicos e na estabilizagdo da dupla hélice de DNA durante a formacao de pontes de
hidrogénio (Zetic et al., 2001).

Embora Cu e Zn sejam elementos essenciais, altos niveis destes elementos causam
efeitos prejudiciais a saide. O cobre ¢ também tdxico a uma variedade de organismos
aquaticos, mesmo em baixas concentragdes. A presenca de cobre em elevada concentracao
nos solos causa redugdo na fixagdo do carbono, alteragao na absor¢do de nutrientes e
reducdo no crescimento de plantas. Em mamiferos expostos a elevados niveis de cobre ha
efeitos diversos como anorexia, anemia e danos ao figado (Sheng et al., 2004).

Zinco ¢ um elemento essencial para ativadores enzimaticos em humanos, mas ¢
toxico em niveis de 100-500 mg/dia. O zinco ndo ¢ tdo toéxico quanto o cobre para

mamiferos, embora uma exposi¢ao cronica interfira na absor¢do do cobre e pode levar a
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letargia e problemas gastrointestinais. Zinco esta envolvido em fung¢des enzimaticas das
plantas, metabolismo do carbohidratos e sintese de proteinas (Toler et al., 2005).

No que se refere ao niquel, o efeito adverso mais comum ¢ uma reagdo alérgica,
podendo originar em maiores concentragdes cancer de pulmao e nasal. A Environmental
Protection Agency (EPA) determina que os niveis de cobre, zinco e niquel em adgua potavel
ndo podem ultrapassar, respectivamente a, 1,3; 5 ¢ 0,04 mg.L"' (Sheng et al., 2004).

A exposi¢do a metais como chumbo, aluminio, cadmio e também ao benzeno, resulta
na incidéncia de anemia, pois estes compostos exercem seu efeito toxico preferencialmente
sobre o sistema hematopoiético (Pyszel et al., 2005).

O efeito toxico de aluminio também foi observado em arvores da espécie Picea abies
que quando crescidas em locais de alta concentragdo deste metal, apresentam uma reducdo
na absor¢do de calcio e magnésio por suas raizes (Eldhuset ez al., 2006).

Bolan et al. (2003) afirmam que um dos metais mais freqiientemente encontrados nos
residuos solidos industriais, tanto de industrias de metalurgia como de curtimento, ¢ o
cromo hexavalente (Cr*®). Cromo hexavalente ¢ altamente toxico e carcinogénico mesmo
em baixas concentragdes na agua, sendo a concentragio maxima de Cr', recomendavel
pela EPA, é de 0,05 mg.L™" na dgua potavel e de 0,1 mg.L" para dguas de superficie.

Existem diversos processos fisicos e quimicos que estdo disponiveis para remog¢ao de
cromo de residuos liquidos, no entanto alguns destes métodos ndo sdo efetivos para
presenca de Cr'®em concentragdes menores do que 100 mg.L™" (Garg et al., 2004).

Enquanto Cr™ ¢ facilmente retido no solo, Cr*® é pouco absorvido pelo solo ¢ fica
facilmente disponivel para absor¢do de plantas e contaminacdo da &agua. Cromo

hexavalente pode ser reduzido quimicamente ou bioquimicamente a cromo trivalente em
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ambientes onde ha uma fonte de elétrons disponivel, tornando-se mais facilmente
removivel (Bolan et al., 2003).

Segundo Dias et al. (2002) a geragdo de residuos solidos e liquidos ricos em varios
metais com alto valor econdomico agregado, mas potencialmente poluentes ¢ comum a um
grande nimero de industrias, como as de mineragdo, producdo de papel, refino de petroleo
€ outras.

Espécies metalicas mobilizadas e liberadas no ambiente por atividades tecnologicas
tendem a persistir indefinidamente, circulando e, eventualmente, acumulando através da
cadeia alimentar, causando sérios problemas para o ambiente, animais e humanos. Deste
modo, um metal somente ¢ ‘removido’ de uma solugdo quando estd apropriadamente
imobilizado. Além dos lentos processos naturais de mineralizagdo de metais, uma remocao
mais efetiva ocorre quando o metal se torna concentrado, permitindo que 0 mesmo possa
ser reprocessado, reutilizado (Volesky & Holan, 1995).

Brocchi & Jena (2002), afirmam que o desenvolvimento de processos
ambientalmente adequados para o tratamento e disposicdo dos residuos solidos
provenientes de varias indlstrias e a minimizacao de sua geragdo, fazem parte dos esforgos
mundiais que visam o tratamento de residuos industriais.

Neste contexto, o tratamento biologico com aplicagdo de fungos nos residuos solidos
provenientes das induastrias metalurgicas, pode se constituir em uma alternativa
economicamente vidvel tanto para recuperacdo de dareas contaminadas, como para
recuperagdo de bens metalicos (Kreiton et al., 1993).

De acordo com Andersson & Henrysson (1996) a utilizacdo de fungos da podridao
branca como Trametes versicolor, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus e

Phanerochaete chrysosporium em solos contaminados com hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos, indicam que estes organismos sdo Uteis para processos de biorremediacdo que

involvam poluentes com baixa biodisponibilidade.

3.2 Microrganismos: detoxificacio de residuos solidos industriais e biosorciao de

metais

Compostos organicos toxicos podem ser degradados a CO,, dgua e sais por
meios biologicos e quimicos. Por outro lado, metais s3o permanentes € o meio de diminuir
sua toxicidade ¢ pela mudanca de seus estados quimicos ou fisicos por meio de reacdes de
oxidacdo/reducdo, solubilizagdo, precipitagdo, entre outros (Celaya et al., 2000).

Uma das técnicas promissoras para remog¢ao de metais € a que utiliza organismos
vivos ou nao-vivos e seus derivativos. Deste modo, uma ampla variedade de
microrganismos € capaz de seqliestrar, mesmo em baixas concentracdes, ions metalicos de
solucdes aquosas (Sheng et al., 2004).

Certos tipos de biomassa podem reter quantidades relativamente altas de metais por
meio de processos passivos como biosor¢cdo, o qual ¢ dependente da afinidade entre as
espécies metalicas ou suas formas i0nicas e os sitios de ligagdo da estrutura molecular das
paredes das células. O processo ¢ relativamente rapido e o fato de que ¢ um fendomeno de
superficie facilita a remog¢ao do metal e o subseqiiente uso do material como biosorbente,

podendo a operacao ser realizada mesmo quando a célula se encontra metabolicamente
inativa ou morta (Celaya et al., 2000).

Segundo Luna et al. (2005) a biosor¢ao baseia-se na capacidade dos materiais

biologicos de acumular metais pesados a partir de efluentes, ativamente ou por
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mecanismos fisico-quimicos de sor¢ao. O acimulo de metais pesados por microrganismos
¢ geralmente bifasico: uma rdpida ligagdo com a superficie da célula, independente do
metabolismo, ¢ seguida de um acimulo intracelular dependente do metabolismo ¢ com
gasto de energia. Neste acumulo ndo dependente do metabolismo (biosor¢do), os cations
podem ser depositados na membrana via adsor¢do, precipitacdo organica ou ficarem
adsorvidos a grupos aniOnicos fixos, presentes na membrana da célula. O actimulo
independente do metabolismo ¢ seguido de outro, dependente do metabolismo
(biacumulacdo). Neste, os cations sdo transportados através da membrana celular,
provavelmente por proteinas de transporte, até o citosol, ondem ficam ligado a
metaloproteinas.

Em procariontes foi constatado que ha a existéncia de mecanismos que sao sensores
dos metais e que apresentam caracteristicas comuns como: funcionam como homo-
oligomeros; a principal determinante da seletividade de um ion metalico com a proteina de
uma certa familia, ¢ ditada pela coordenagdo geométrica do metal quelado, gerenciado por
mecanismos de ligagdo alostérica em proteinas que atuam como sensores de metais
(Pennella & Giedroc, 2005).

Pesquisas sobre a acumulacdo de metal por microrganismos, tém recebido atencao
especial principalmente por sua potencial aplicagdo na detoxificagdo e recuperagdo de
residuos industriais. A biosor¢do de metais pesados como Cu, Zn, Cd, Pb, Fe, Ag, Ni, Th,
Ra e U, por biomassa microbiana, tem sido observada para vdarias espécies de
microrganismos incluindo fungos filamentosos como Aspergillus niger, Rhizopus oryzae,
leveduras como Saccharomycxes cerevisae, algas como Chlorella vulgaris e bactérias

como Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (Jain et al., 1989).
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Segundo Zetic et al. (2001), os ions de metais podem ser acumulados por fungos
mesmo em baixas concentragdes externas e as leveduras t€ém varias propriedades que
podem levar a um aumento da resisténcia a metais toxicos. J& Volesky & Holan (1995)
relatam que em trabalhos realizados com preparacdes de parede celular pura de Bacillus
subtilis, a parede celular microbiana pode remover e reter ions de elementos de alto
numero atdbmico, tais como metais radioativos como uranio e torio.

Em estudos realizados por Celaya et al. (2000) com Thiobacillus ferroxidans, foi
observado que a maxima biosor¢do de perclorato de zinco hexahidratado foi de 9,7 mg Zn
(I)/g de biosorbente seco, quando foi empregada biomassa sem pré-tratamento. Estes
valores chegaram a capacidade maxima de 82,61 mg de Zn (II)/g de biosorvente seco,
quando a biomassa foi pré-tratada quimicamente com 0,075M de NaOH. O pré-tratamento
fisico ou quimico da biomassa tem efeitos positivos na capacidade de biosor¢ao de metais.
Este efeito pode ser devido a uma troca de permeabilidade na parede celular, no caso de
bioacumulagdo. Isto pode ocorrer devido ao aumento da disponibilidade de sitios de
ligacdo ou a remocdo de polissacarideos que bloqueiam o acesso a estes sitios de ligacao.
Como o processo de biosor¢ao ocorre rapidamente, pode se dizer que este € um fendmeno
de superficie.

No entanto, segundo Dias et al. (2002) os fungos filamentosos parecem ser mais
adequados para estes propositos do que os demais microrganismos, pela sua alta tolerancia
a metais, capacidade de unido a parede celular e absor¢do intracelular do metal. Fungos
podem acumular metal por mecanismos fisico-quimicos e bioldgicos, incluindo ligagdo
extracelular por metabolitos e polimeros.

Fungos apresentam a habilidade de acumular metais mesmo quando estes se

encontram externamente em baixas concentragdes. A capacidade de bioabsorcao de ions de
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metais pela biomassa fingica estd diretamente relacionada ao nimero de grupos presentes
na parede fungica (carbonil, amina, hidroxil, fosfato) capazes de ligar-se aos ions
metalicos. Por sua vez, a eficiéncia da translocagdo de metais para o corpo de frutificagdo
do fungo depende da espécie de fungo envolvida, solubilidade do metal e condigdes
ambientais como pH, temperatura, aeracdo e inibidores metabolicos (Deng & Ting,
2005a).

Existem vérias pesquisas documentando a habilidade dos fungos da podridao branca
como os do género Pleurotus sp., de remediar solos contaminados e de reduzir a toxicidade
de diferentes tipos de residuos solidos (McFarland & Qiu, 1995; Bogan et al., 1996).
Segundo Andersson & Henrysson (1996), ha a possibilidade da ocorréncia da
biorremediacdo realizada por fungos da podriddo branca em sinergia com bactérias, em
situacdes que envolvam a degradacdo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos presentes
em solos contaminados.

Acredita-se que quando hé a incorporagdo covalente dos materiais poluentes como
hidrocarbonetos, na matéria organica do solo, presumivelmente ocorre a copolimerizagdo
do poluente e/ou sua degradagdo em produtos e precursores organicos de acidos humicos,
catalisados pelas enzimas extracelulares dos fungos da podriddo branca (Burgos et al.,
1996). Estes aspectos tém sido demonstrados para pentaclorofenol (Riittiman-Johnson &
Lamar, 1996), outros clorofendis (Sarkar et al., 1998) e certos herbicidas (Min et al.,
2001). A formagdo de residuos polimerizados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) por fungos da podriddo branca, também tem sido demonstradas em misturas de
areia e palha colonizadas por fungos (Wolter ef al., 1997).

Os estudos de tratamento utilizando fungos envolvem inoculagdo no local

contaminado de uma linhagem selecionada, seguida da adicdo de nutrientes (se
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necessario), irrigacdo e aeragao para fornecer condi¢des 6timas de crescimento fingico. A
mistura podera ser realizada com equipamentos ou ‘in situ’ pela colocagdo e mistura do
indculo no local contaminado (Kreiton et al., 1993). Como resultado da atividade fingica,
os componentes toxicos podem ser transformados tornando-se biologicamente inativos e
assim nao apresentardo problemas de toxicidade (Rama et al., 2001).

Segundo Lestan & Lamar (1996) os fungos podem ser colocados no solo via varios
substratos organicos como pedagos de madeira, misturas granulares de vermiculita, graos
de cereais e esferas de alginato. Estes substratos devem conter uma reserva de nutrientes
para sustentar a colonizagdo fungica no residuo solido contaminado. Em caso de in6culo
fungico com baixo potencial de colonizacdo, faz-se necessaria aplicacdo de taxas de
indculo na ordem de 10% a 40% (peso seco) em relagdo ao peso seco da amostra solida.

Estudos feitos por Jain et al. (1989) utilizando solucdes contendo diferentes
concentracdes de Mn, Zn, Cu, Ni, Fe, Co, Cd, Pb adicionadas ao meio de cultivo de P.
sajor-caju, indicaram que a concentracdo de metais nos corpos de frutificacdo do fungo foi
aumentada quando meios de cultivo apresentaram um conteudo de metal alto, o que
indicou a translocacdo de metais pesados do meio de cultivo para os corpos de frutificagdo.
Relatam também que quanto maior a quantidade de um determinado metal no meio de
cultivo, maior foi a translocagdo para o corpo de frutificacao do referido metal.

De qualquer maneira, a efetividade do processo depende da capacidade de
sobrevivéncia e da atividade do microrganismo aplicado no meio so6lido (Lestan & Lamar,
1996). Purkayastha et al. (1994) afirmam que uma menor ou maior absor¢ao de metais por
um fungo dependera da permeabilidade e sensibilidade da membrana da célula do
organismo estudado. Em seus estudos observaram elevada absor¢do de Pb™ pelo micélio

de P. sajor-caju, associada a uma redu¢do do conteudo de proteina do fungo, relacionando
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a este fato a ligagdo de Pb™ a varias enzimas, o que poderia interferir na sintese de
proteinas realizada pelo fungo.

A oxidagdo de Cr" a Cr™ tem sido demonstrada ocorrer em solos, mas requer a
presenga de manganés de alta valéncia no solo, como um aceptor de elétrons para a
ocorréncia da reagdo. A absor¢do de Cr® em meio solido ocorre tipicamente com
componentes de carga positiva tais como ferro e 6xidos de aluminio (Bolan ef al., 2003).

Ramana & Sastry (1994) observaram que a toxicidade exercida por alguns metais
para diversas bactérias pode ter seus efeitos revertidos se Mg™ bem como Fe™ estiverem
presentes no meio de cultivo. A adi¢do de Fe™ leva a um aumento da sintese do centro
heme, beneficiando primariamente o Mg™ pela supressio da absor¢do do ion de metal
toxico. Por outro lado, com relagdo ao Cr*, adicionado ao meio de cultivo de Neurospora
crassa, foi observada a inibi¢do do crescimento que nio foi revertida pela adi¢do de Fe®
(2mM/10mg peso seco) mesmo quando associado a concentracdo de 4mM/10mg de peso
seco, de outros ions de metais fisiologicamente importantes tais como Mg, Ca™, Mn* e
Zn". No entanto a adi¢do de sulfato de ferro III em excesso (80 mM/10mg de peso seco)
foi habil em reverter a inibigdo do crescimento.

Em procariontes a homeostase do ion metalico ¢ regulada pela transcricdo de genes
que codificam proteinas responsaveis pela detoxificagdo, sequestro, efluxo e absor¢do de
metais. Estas proteinas sensiveis a metal ligam um amplo espectro de ions metalicos
especificos, diretamente e por sua vez, regula alostericamente o aumento ou decréscimo da
afinidade da ligacao do metal a proteina (Pennella & Giedroc, 2005).

Segundo Dias et al. (2002) a bioacumulagdo de metais por fungos ¢ um processo
lento, mas eficaz, em comparagdo aos processos que envolvem resinas de troca i0nica,

carvao ativado e 6xidos metalicos. Para a efetividade do processo e aplicagcdes com
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propoésitos industriais a imobilizacdo da biomassa fungica pode ser essencial para
manutengdo da atividade celular em um ambiente toxico.

No entanto, segundo Rama et al. (2001), o sucesso de um procedimento de
biorremediagdo depende do desenvolvimento de microrganismos inoculados no solo e da
expressdo das enzimas degradativas. Os fatores abidticos (tipo de solo, pH, toxicidade
quimica...) e biologicos (competicdo, predagdo...) também desempenham um papel critico
na determinagdo da coloniza¢do microbiana ou fingica. No caso de fungos, a presenga de
um in6culo denso e ativo suplanta alguns destes problemas.

Os mecanismos envolvidos na tolerancia de fungos ectomicorrizos a um ambiente
com excesso de metaisl incluem a quelacdo extracelular que reduz a entrada de metais no
citosol; a quelagdo de metais no citosol por ligantes como glutationa e metalotioneinas,
bem como o aumento do efluxo de metais do citosol, representam mecanismos chaves na
tolerancia a metais. Estes mecanismos parecem ser comuns espécies de fungos que ndo sdo
ectomicorrizos, indicando mecanismos de tolerancia comuns a diferentes tipos de fungos

(Bellion et al., 2006).

3.3. Caracteristicas gerais de Pleurotus sp. e sua capacidade de biosor¢ao de metais

Acredita-se que existam cerca de 200.000 espécies diferentes de fungos distribuidos
na natureza. Entre estas espécies, varios basidiomicetes tém sido empregados na produgdo
de corpos de frutificagdo (Bononi et al., 1999). O género Pleurotus sp., comumente
conhecido como ‘cogumelo ostra’, esta classificado na classe dos basidiomicetes, ordem

Agaricales e familia Polyporaceae (Putzke & Putzke, 2002).
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Segundo Cohen et al. (2001) muitos compostos foram isolados dos corpos de
frutificacdo de basidiomicetes, inclusive de Pleurotus sp. sendo constatadas as
propriedades medicinais de vdarias substancias, como [-D-glucano com atividade
antioxidante, antitumoral ¢ antibacteriana.

Os basidiomicetes do género Pleurotus sp. t€ém sido estudados desde a década de 90,
como uma alternativa para os tratamentos de biorremediacdo (Barr & Aust, 1994).

Entre os basidiomicetes, Pleurotus sajor-caju € Phanerochaete chrysosporium tém
sido propostos como microrganismos com potencial para serem utilizados em bioprocessos
como a remo¢ao de cor de efluentes industriais (Chagas & Durrant, 2001), além de
exibirem potencialmente melhor crescimento em solos contaminados com pentaclorofenol
e hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (Cohen et al., 2001). Devido a agdo das suas
enzimas lignoliticas eles também apresentam a habilidade de metabolizar e degradar fenois
clorados, dioxinas, pesticidas, dicloroanilinas e corantes (Paszczynski et al., 1992).

As enzimas lignoliticas mais importantes, secretadas por Pleurotus sp. sdo as fenol-
oxidases lacases e manganés peroxidases (MnP). A MnP ¢ considerada uma enzima chave
na lignolise realizada pelos fungos da podridao branca (Sasaki et al., 2001), sendo
responsavel pela oxidagdo de muitos compostos fenolicos.

Lacases e manganés peroxidases sdo enzimas amplamente distribuidas em plantas
superiores ¢ fungos (Thurston, 1994), sendo que lacases tem recebido atengdo particular
pela sua habilidade de causar a oxidacdo de um amplo espectro de moléculas contendo
anéis aromaticos. Sua baixa especificidade faz de lacases uma promissora ferramenta na
transformagdo de muitos compostos fenolicos e ndo-fenolicos tais como hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (Collins et al., 1996; Majcherczyk et al., 1998.)



- 2717

Alguns fungos secretam lacases para remover tanto fendis potencialmente toxicos
liberados durante a degradagdo da lignina, como para metabolizar toxinas produzidas por
outros organismos. Como conseqiiéncia, a enzima tem aplicagdo potencial na remocao de
corantes, na industria téxtil ou de papel, bem como na degradag¢do de varios xenobioticos,
que sdo reconhecidos como poluentes ambientais (Rama et al., 1998, Jolivalt et al. 1999,
Mougin et al., 2000). Recentemente, sugeriu-se que as lacases também podem oxidar
compostos ndo-fenolicos da lignina na presenca de um radical mediador apropriado (Min
etal., 2001).

A MnP ¢ considerada uma enzima chave na lignolise realizada pelos fungos da
podridao branca (Sasaki ef al., 2001). As MnP utilizam o peroxido de hidrogénio para
promover a oxidacdo dos compostos quimicos pela retirada de um elétron, com a formagao
de radicais livres; elas oxidam preferencialmente Mn™ para Mn™ na presenga de peroxido
de hidrogénio e acidos organicos quelantes como acido lactico (Sundaramoorthy et al.,
1994), sendo que o Mn™ ¢ responsavel pela oxidagdo de muitos compostos fenolicos.

A MnP tem sido amplamente estudada em anos recentes, pois a maioria dos fungos
da degradacdo branca, nao produzem LiP (Cohen et al., 2001). De acordo com Zadrazil &
Puniya (1995), fungos como P. sajor-caju e L. edodes, apresentam niveis de atividade de
manganés peroxidases (MnP) varidveis em relacdo a concentragdo de nitrogénio. Este
aspecto pode ser explicado em parte, pela habilidade dos dois fungos de crescerem em
diferentes residuos lignoceluldsicos.

Em relagdo a absor¢do de metais pesados, outras observagdes feitas por Bano &
Rajarathnam (1988) indicam que P. sajor-caju, juntamente com P. flabellatus, quando
comparados a outros basidiomicetes do género Pleurotus sp. sdo os melhores coletores de

metais pesados e também apresentam altas taxas de degradacdo do meio. Isto leva a
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conclusdo de que a mobilizacdo de metais pesados do meio e a subseqliente transferéncia
para corpos de frutificacdo estdo relacionadas ao grau de degradacdo do meio.

Deste modo, a inoculagdo de Pleurotus sp. em residuos industriais ¢ mais uma
possibilidade de aplicagdo dos fungos de podriddo branca, na medida em que eles tém
habilidade de metabolizar hidrocarbonetos poliaromaticos, bifeniles, pentaclorofendis e
outros aromaticos clorados (Cripps et al., 1990), o que torna possivel a sua utilizagdo para

descontaminacdo tantos de efluentes como de residuos solidos (Zadrazil & Puniya, 1995).

3.4 Enzimas de Pleurotus sajor-caju: producio e aplicacoes

Os fungos da podridao branca (basidiomicetes) desempenham um importante papel
na degradagdo da lignina, sendo este processo catalisado por enzimas lignoliticas as quais
sdo habeis em clivar oxidativamente os anéis aromaticos da estrutura deste polimero
natural. Manganés peroxidases (MnP) e lacases de basidiomicetes sdo as mais importantes
entre as enzimas lignoliticas e sdo também habeis em degradar polimeros aromaticos e
xenobiodticos persistentes como poluentes ambientais (Scheel et al., 2000).

Segundo Mougin et al. (2002) as enzimas fingicas apresentam um amplo alcance da
acdo, que inclui a sua utiliza¢do tanto na remog¢do de xenobiodticos em efluentes liquidos
como na aplicagdo em residuos solidos e biorremediacdo de solos, podendo ser usadas
como biomarcadores para avaliacdo da contamina¢do ambiental.

Couto & Herrera (2006) afirmam que lacases e MnP apresentam aplicagdes em
diversos processos biotecnologicos que incluem desde a detoxificagdo de efluentes da
industria papeleira, téxtil e petroquimica, até seu uso como ferramentas para diagnostico

médico, agentes de biorremedia¢do, como catalisadores para manufatura de medicamentos
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anti-cancer e mesmo como ingredientes em cosméticos. No entanto, os altos custos e a
facil inativacdo enzimadtica, restringem economicamente o emprego das mesmas. Deste
modo, Rogalski et al. (2006) afirmam que se faz necessario estudar os fatores de cultivo e
de meio ambiente que influenciam a atividade enzimatica, para melhorar a produtividade
do processo e assim obter alternativas para a producdo das enzimas lignoliticas
extracelulares em escala industrial.

Estudos realizados por Galhaup & Haltrich (2001) com o basidiomicete 7Trametes
pubescens MB 89, indicaram que a suplementacdo de cobre durante a fase exponencial de
crescimento promove o efeito maximo na atividade de lacases, no entanto, a adicdo de
cobre durante a fase estaciondria, na qual a enzima ja estd formada, resultou em uma
reducdo da produtividade de lacases.

Ogel et al. (2006) obtiveram melhor producao de lacases em cultivo liquido
quando foi adicionado ao meio de crescimento 160 mM de CuSO4 .5 H,O e 3 mM de acido
galico. A atividade enzimatica também foi aumentada pela presenca de bromido
cetiltrimetilamoénio (CTAB), polivinilpirrolidona (PVP), pela presenca do solvente
organico dimetil sulféxido (DMSO) e etanol.

Quanto a producdo de lacases do fungo basidiomicete Trametes trogii 201,
submetido a diferentes condi¢cdes de crescimento, Colao ef al. (2003) constataram que a
expressdo do gene Iccl para lacases foi aumentada pela adicdo de nitrogénio orgéanico ao
meio. O nivel de transcricdo do gene foi ainda maior quando o meio sintético foi
suplementado com extrato de levedura, quando comparado aos meios nos quais foram
adicionadas peptona ou triptona.

A adi¢do de alcool veratrilico como indutor enzimatico foi testada por Mansur et al.

(1997), que constataram aumento na producao de lacases do basidiomicete [-62, de até 10
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vezes em relacdo ao meio sem adi¢cdo. O uso de frutose em substituicdo a glicose como
fonte de carbono, resultou em aumento de 100 vezes na atividade especifica de lacases.

Compostos aromaticos € manganés também tém sido indicados como indutores ou
mediadores das enzimas lignoliticas. A suplementacdo de um meio de crescimento com
Mn™, 4lcool veratrilico ou derivados de acidos humicos, origina melhora significante na
atividade das enzimas extracelulares (Scheel et al., 2000).

No que se refere a producdo de MnP, esta pode ser melhorada pela presenga de ions
de Mn™, em culturas liquidas (Steffen et al., 2002). Dombrovs’ka & Kostyshyn (1999)
indicam que além de ions de Mn"™, 4cido vanilico e compostos aromaticos podem induzir
a producdo de MnP por Pleurotus floridae em cultura liquida. Cohen et al. (2001)
ressaltam a importancia dos ions Mn*? também em cultivos sélidos, pois observaram que a
adi¢do de Mn™ ¢ fundamental para a degradacdo da lignina em diferentes condigdes
nutricionais e de crescimento, sendo indispensaveis para a produ¢do de MnP em Pleurotus
ostreatus, cultivados em meio sélido.

A presenca de peptona no meio de cultivo do basidiomicete Nematoloma frowardii,
¢ um fator que também afeta positivamente a producdo de isoenzimas de MnP em meio
liquido, bem como a presen¢a de glicose (16g.L"), Mn *(2mM) e baixa quantidade de
nitrogénio (1,36 mM de N adicionado como tartarato de amoénio). Nestas condigdes, a
produtividade enzimatica das células imobilizadas de N. frowardii, foi 1,4 vezes mais alta
do que a obtida sem a imobilizagdo fingica, o que indica a viabilidade da aplicacdo de
técnicas de imobilizagdo como alternativa complementar para obtengdo de maior
quantidade de enzimas, associada a possibilidade de reutilizacdo do micélio imobilizado

(Rogalski et al., 20006).



20

-3121

Ziegenhagen & Hofrichter (2000) aplicaram a imobilizagdo do basidiomicete
Clitocybula dusenii em celulose e polipropileno como carreadores do micélio fingico.
Com este procedimento, conseguiram obter altas quantidades de MnP em cultivo liquido
(acima de 3.000 U.L"), com a recupera¢io da biomassa e sua utilizagdo em etapas
posteriores de produgdo, tornando economicamente mais viavel a obteng¢ao desta enzima.

Os fungos basidiomicetes do género Pleurotus sp., sao amplamente empregados em
estudos que envolvem a biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, antracenos e benzopirenos (Anderson & Henrysson, 1996) , no
entanto, poucos estudos tem sido realizados até o presente momento, a respeito da
possibilidade do emprego de fungos como P. sajor-caju na biosor¢do de metais, tanto em
solos como em meio liquido.

Neste contexto, a presente tese pretendeu contribuir para elucidagdo de alguns dos
mecanismos que envolvem a aplicagdo de P. sajor-caju e suas enzimas em bioprocessos

de remocgao de metais presentes em solos e/ou efluentes contaminados.
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4. MATERIAL E METODOS

Para que a compreensao do item ‘Material e Métodos’ ocorra de uma forma mais
facil e eficaz, optou-se por dividir este item nos seguintes subitens:

— Fungo, meios de manutengdo e meios de cultivo basicos.

Neste subitem serd abordada a caracteristica da linhagem do fungo utilizado, bem
como os meios de manutengdo da linhagem e os meios de cultivo basicos, indispensaveis
para a execucdo de qualquer ensaio que vise a obtencdo do fungo, tanto em cultivos
liquidos como em cultivos solidos.

— Procedimentos experimentais para realizacao dos diferentes estudos de

crescimento e da capacidade de biosor¢ao do fungo cultivado em meio liquido perante a
adigao das solugdes de sais de metais;

Este subitem enfocara a metodologia utilizada para realizacao dos diferentes ensaios

em cultivo liquido, dos quais inicialmente sera coletada a massa micelial para quantificar o

crescimento fingico e posteriormente para a obtengdo e preparacdo de amostras para

quantificagdo da biosor¢ao micelial.

— Procedimentos experimentais para medidas de pH durante o

desenvolvimento fingico em meio liquido, perante a adi¢do das solugdes de sais de metais;

Este subitem abordard os procedimentos executados para a determinagdo do pH,

durante o desenvolvimento fungico em meio liquido, nos diferentes tipos de ensaios

realizados.
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— Procedimentos experimentais para estudos da biosor¢ao do fungo crescido
em meio sélido, perante a adicao das solugdes de sais de metais;

Este subitem enfocard a metodologia utilizada para realizagdo dos diferentes ensaios
em cultivo solido, para a coleta dos corpos de frutificacdo e para a preparacao das amostras
obtidas no cultivo sélido.

— Procedimentos experimentais para estudos da extracdo enzimadtica do
fungo crescido em meio so6lido, perante a adi¢do das solugdes de sais de metais;

Este subitem descrevera os procedimentos experimentais executados para a
determinagdo das enzimas lacases e manganés peroxidases, durante o crescimento fungico
em meio solido.

— Metodologia para determinag@o e quantificagdo de elementos quimicos
presentes no fungo, nos diferentes tipos de ensaios realizados.

Enfoca a metodologia PIXE, empregada para a quantificacdo da biosorcao
encontrada nas amostras obtidas dos diferentes ensaios realizados.

— Anédlises estatisticas.
Indica os métodos estatisticos selecionados para avaliagdo dos dados obtidos no

crescimento micelial e na producdo das enzimas lacases e manganés peroxidases.
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4.1 Fungo, meios de manutenc¢io e meios de cultivo basicos
Fungo

Linhagem PS 2001 de Pleurotus sajor-caju da colecao de microrganismos da Divisao
de Processos Biotecnologicos do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do
Sul, proveniente da empresa Brasmicel Ltda (Nova Pod - Sdo Paulo). Esta linhagem ¢
empregada na producdo comercial de corpos de frutificagao.

Meio de manutencio (SPA)

Meios de manuten¢do formulado com 2% (m/v) de serragem de Pinus spp, 2% (m/v)
de farelo de trigo moidos e intumescidos em agua destilada, 0,2% (m/v) de carbonato de
calcio e 2% (m/v) de agar-agar. Posteriormente o meio foi autoclavado a 120°C e 1 atm,
por 30 minutos.

Crescimento e manutenc¢io de linhagens

Cultivos das linhagens foram desenvolvidos em tubos inclinados contendo o meio
SPA, a 25°C, durante 14 dias, e para manuten¢ao da linhagem foram armazenados a 4°C e
transferidos a cada 6 meses.
Meio para a producido de micélio em cultivo liquido (MCL)

Para a produgao de micélio em cultivo liquido foi utilizado o meio MCL, baseado em
Mandels & Reese (1957), contendo 1% de glicose. A solugdo 10 vezes concentrada
consistiu da seguinte composic¢do (g.L™"): K;HPO,, 20; (NH4),SOs, 14; uréia, 3; MgSO., 3;
CaCl,, 4; FeSO..7H,0, 0,05; MnSO,, 0,0156; ZnSOs, 0,014; CoCl,, 0,02.

Preparacao do inoculo para cultivo no estado sélido
Como ino6culo, foram utilizadas coldnias de oito dias, desenvolvidas em placas de
Petri contendo o meio SPA, iniciadas a partir de um disco de agar colonizado de 8mm de

diametro, disposto no centro da placa.

24



-35

Figura 1. Placa de Petri contendo colonias de Pleurotus sajor-caju com 8 dias de

desenvolvimento.

Meio para cultivo sélido (MCS)

O meio utilizado para o cultivo sélido foi preparado com 94% (m/m) de serragem de
Pinus spp, acrescida de 5% (m/m) de farelo de trigo ¢ 1% (m/m) de carbonato de calcio,
como descrito por Tan & Wahab (1997). Sacos de polipropileno (fermentadores) com
dimensdes de 15,5 x 25 cm, foram utilizados para o crescimento fingico e cada saco
continha 100g (peso seco) do meio de cultivo. Para manutencdo do teor de umidade em
valores proximos a 66%, condi¢des consideradas ideais para o desenvolvimento fingico,
foi acrescentada agua destilada. Posteriormente os meios foram esterilizados por

autoclavagem a 120°C e 1 atm, durante duas horas (Silva, 2004).

25
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Figura 2. Meio de cultivo so6lido antes da inoculagdo de Pleurotus sajor-caju.

4.2 Procedimentos experimentais para realizacio dos estudos de crescimento e
capacidade de biosorcio do fungo cultivado em meio liquido perante a adicao das

solucoes de sais de metais

Crescimento em cultivo liquido na presenca de metais

Para o cultivo liquido na presenca de metais foram utilizados frascos Erlenmeyer de
500 mL, contendo 100 mL do meio MCL. Como indculo foi utilizado o micélio crescido
na superficie de uma placa de Petri contendo o meio SPA. Este foi desprendido da
superficie da placa por raspagem com alca de platina e ressuspenso em SmL de dgua
destilada e esterilizada. As sextuplicatas dos frascos correspondentes a cada tipo de
tratamento foram mantidas a 28°C em agitacdo orbital (180 rpm), sendo realizada a coleta
do total da massa micelial obtida no 7° dia, 14° ¢ 21° dia de desenvolvimento. Com relagao
aos frascos controle (sem adi¢do de metais), utilizou-se 0 mesmo procedimento sendo a

massa micelial coletada no mesmo periodo de desenvolvimento dos demais frascos.

26
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As amostras coletadas foram utilizadas para determinacdo da biosor¢do de metais,

pela metodologia PIXE , descrita no item 4.6 dessa secao.

Adicao de metais ao cultivo liquido

As solugdes concentradas de metais utilizadas para as adi¢cdes nos frascos contendo
100 mL de meio MCL foram constituidas de sulfato de cobre II (CuSO..5H,0), sulfato de
zinco (ZnS0..7H,0), sulfato de ferro II (FeSO..7H,0), sulfato de aluminio (Al,(SO4):.8
H,0), procedentes dos Laboratérios Sigma e sulfato de cromo III (Cr(SO4); .xH,O) e
sulfato de niquel II (NiSO..6 H>O), procedentes dos Laboratorios Merck. Foram pesadas
30mg de cada sal a ser testado e diluidas nos 100mL do meio MCL. Cada adicao
correspondeu a um tratamento diferente que foi adicionado ao meio MCL, imediatamente
apos a realizagao do inoculo.

Foram testadas também solucdes nas quais todos os sais, a constar: sulfato de cobre
II, sulfato de zinco, sulfato de ferro II, sulfato de aluminio, sulfato de cromo III e sulfato de
niquel II, foram mesclados em uma solu¢do unica e adicionados ao meio de cultivo,
imediatamente ap6s o indculo fungico. Para realizacdo deste ensaio foram pesadas 5,0mg
de cada sal, totalizando 30mg de sais adicionados aos 100mL do meio MCL, sendo este
ensaio denominado ‘Td1’.

Para a realizagdo do ensaio denominado ‘Td2’, foi adotado 0 mesmo procedimento
do ensaio todos, com exce¢do de que foram pesados 10mg de cada sal, totalizando 60mg
de sais adicionados aos 100mL do meio MCL. Este ensaio foi realizado com o objetivo de
determinar o crescimento e secre¢do enzimatica na presenca de concentragoes duas vezes
superior a empregada no ensaio denominado ‘Td1’.

Adicionalmente, para verificar-se o comportamento fungico perante a adicao das

solucdes de metais, em um periodo de tempo correspondente a 7 dias apds a realizagdao do
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indculo, novos testes foram realizados utilizando o meio de cultivo liquido. Nestes testes,
solugdes de 30mg.100mL™" dos sais sulfato de cobre 11, sulfato de aluminio, sulfato de ferro
IT e sulfato de zinco, foram adicionados separadamente, em cada ensaio, quando o periodo
de desenvolvimento fingico correspondia a 7 dias de cultivo.
Determinacio da massa seca em cultivos liquidos

Para determinagdo do crescimento fungico em cultivo liquido, foram feitos cultivos
especificos para esta finalidade, em triplicatas. A massa micelial obtida dos frascos em
triplicatas, foi separada por filtragdo e lavada com agua destilada. Apos lavagem, foi seca
em estufa a 70°C, até o peso manter-se constante. Os dados obtidos relativos ao peso seco
da massa micelial foram utilizados para determinagdo do crescimento fungico.
Quantificacdo de metais presentes no micélio obtido dos cultivos liquidos

O micélio obtido dos cultivos liquidos nos quais ocorreram as adi¢gdes das distintas
solugdes de metais e do controle (sem adi¢do de metais) foram submetidos a andlise por
PIXE (Particle-Induced X-Ray Emission). Para a realiza¢do da andlise, o total da massa
micelial seca coletada das sextuplicatas obtidas nos 7°, 14° e 21° dias de desenvolvimento,
foram separadas por filtragdo, lavadas com agua destilada e misturadas de acordo com os
respectivos tratamentos. Posteriormente, foram acondicionadas em placas de Petri e
encaminhadas a estufa, a uma temperatura de 70°C, até obtencao do peso constante. Depois
da secagem, as amostras foram maceradas em cadinho de porcelana, com a utilizacdo de
nitrogénio liquido, e encaminhadas a andlise por PIXE (descrita no item 4.6 dessa se¢do),

para determinagao da concentragdo elementar presente nas amostras.
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4.3 Procedimentos experimentais para medidas de pH durante o desenvolvimento

fungico em meio liquido, perante a adicio das solucdes de sais de metais

Para determinagdo da variagdo do pH durante o desenvolvimento fliingico em meio
liquido, foram retiradas aliquotas de SmL do meio MCL, em quadruplicatas, dos diferentes
ensaios realizados. As amostras foram retiradas no tempo zero, imediatamente apos a
adi¢do ao meio MCL da solucdo do metal a ser estudado e, posteriormente, no 7°, 14° e 21°
dias de cultivo. No caso dos frascos controle, o tempo zero correspondeu a retirada de
amostras do meio MCL, momentos antes da adi¢do do indculo fingico. Para todas as

determinagdes de pH, utilizou-se o pH-metro digital da marca Orion, modelo 920A.

4.4 Procedimentos experimentais para estudos da capacidade de biosor¢cao de
Pleurotus sajor-caju crescido em meio solido, perante a adi¢ao das solu¢oes de sais de

metais

Cultivos em estado solido
Os sistemas de cultivo contendo os diferentes tratamentos foram constituidos de seis
sacos de polipropileno para cada tratamento, preenchidos com meio MCS. Estes, apds
autoclavagem, foram inoculados pela disposicdo de um disco de 1,5 cm de diametro,
retirados com cilindro de vidro, a partir da extremidade de placas preparadas para inoculo.
Os sacos de polipropileno contendo os meios foram inoculados e mantidos a
temperatura de 28°C, para o desenvolvimento micelial, durante 21 dias. Apds esse periodo
foram levados a estufa, a 25°C, para crescimento. As amostras em sextuplicatas foram

coletadas para andlises de determinagdo das enzimas lacases e manganés peroxidases. Os
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corpos de frutificagdo obtidos, foram coletados e utilizados para andlises de biosor¢ao de
metais.
Adicao de metais ao MCS

Em uma etapa inical de estudos, aos sacos de cultivos contendo o MCS, adicionaram-
se solugdes de sulfato de cobre II (CuSO4.5H,0), sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0), sulfato
de ferro II (FeSO,4.7H,0) e sulfato de aluminio (Al,(SO4);.8H,0). Para as adi¢des ao meio
solido foram pesadas 30mg de cada sal a ser testado, e estas apds dilui¢do em 100mL de
agua destilada, foram adicionadas as 100g do MCS.

Em uma etapa posterior dos estudos foram realizados novos cultivos nos quais foram
testados, isoladamente, sulfato de cromo III (Cr2(SO4);.x H,O) e sulfato niquel II (NiSO..6
H,O) em concentragdes de 30mg.100g”, para cada sal estudado. A solu¢do de metais
adicionada contribuiu para a manutencdo da umidade necessaria para o desenvolvimento
fangico. Outros dois testes foram realizados, um deles denominado ‘Td1’ nos quais todos
os sais foram adicionados em concentragdes de 5 mg de cada sal, constituindo uma unica
solugdo com 30mg adicionadas aos 100mL de agua destilada, adicionada as 100g do meio
MCS; o outro teste foi denominado ‘Td2’ nos quais 10mg de cada sal foi adicionada aos
100mL de agua destilada e agregado as 100g do meio MCS, totalizando uma concentragao
final de 60mg.100g”. Todas as solugdes empregadas em todos os ensaios foram

adicionadas apds a autoclavagem do meio sélido.

Quantificacdo de metais presentes nos corpos de frutificacio de Pleurotus sajor-caju
Os corpos de frutificagdo obtidos do MCS ao qual foram adicionados os distintos
metais, foram submetidos a anélise por PIXE. Para a realizacdo da anélise, os corpos de

frutificacdo coletados obtidos apos 21° dia de desenvolvimento micelial, foram secos em
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estufa a 70°C, até peso constante. Posteriormente foram macerados com nitrogénio liquido
e, encaminhados a andlise por PIXE. Adicionalmente, amostras de serragem de Pinus spp,
do MCS e dos corpos de frutificagdo do meio controle (sem metais), também foram
submetidos aos mesmos procedimentos de extracdo de amostras aplicados para os corpos

de frutificacdo dos meios com metais, e encaminhados a analise por PIXE.

4.5 Procedimentos experimentais para estudos da producio enzimatica do fungo

crescido em meio sélido, perante a adicao das solucdes de sais de metais

Preparo do extrato aquoso para analise enzimatica do cultivo solido

O contetdo dos sacos de cultivo foi homogeneizado manualmente e duas aliquotas de
25g, de cada uma das sextuplicatas dos tratamentos aplicados, foram suspensas em 50 mL
de agua destilada gelada, agitadas por 30 min a 160 rpm a 5°C. Os so6lidos foram
removidos por filtragcdo a vacuo, com papel filtro e o filtrado centrifugado a 5000g, 30 min.
O extrato aquoso (sobrenadante) foi utilizado para as determinacdes de enzimas.
Determinacoes das atividades enzimaticas

Todas as atividades enzimaticas foram expressas em unidades internacionais por mL
(U.mL™"), definidas como nimero de pmol liberado do produto por mL, por minuto, nas
condicdes do teste.
Lacases

A atividade de lacases foi determinada com o uso do substrato 2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). A mistura reacional para ABTS continha 0,45 mM
do ABTS, 90 mM de tampao acetato de sodio pH 5,0, e | mL de amostra adequadamente
diluida. A oxida¢do do ABTS foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 420 nm,

durante 90 seg a 25°C, utilizando-se € = 3,6 x 10*cm™.M™" (Wolfenden & Wilson, 1982).
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Manganés peroxidases

A atividade de manganés peroxidases foi determinada pelo método proposto por
Kuwahara ef al. (1984). A mistura reacional consistiu de 50 pg.mL" de vermelho de fenol,
50 UM de sulfato de manganés, 50 UM de H,0,, 12,5 mM de lactato de sddio, 500 pg.mL"
de albumina bovina e tampao succinato de sédio pH 4,5, sendo adicionados 0,5 mL de
amostra. Apos 5 min a 30°C, as rea¢des foram interrompidas pela adicao de 40 pPL de
NaOH, 2M. A formacdo do produto de oxidacao foi quantificada pela variagdo da
absorbancia (610nm), sendo considerado a absorbancia zero, uma amostra com tempo zero

de reagdo e utilizando-se €0 = 4,46 10* M'cm™.

4.6 Metodologia para determinacio e quantificacio de metais biosorvidos pelo fungo,

nos diferentes tipos de ensaios realizados

Utilizacao da técnica PIXE para a determinacio e quantificacio de metais

Para a determinagdo das concentragdes elementares utilizou-se a técnica PIXE
(Particle—Induced X-Ray Emission) que ¢ baseada na emissdo de raios-X caracteristicos
dos elementos presentes em uma amostra quando esta ¢ irradiada por feixes de ions
carregados (protons, particulas alfa...), sendo eficiente para andlises que envolvam
determinag¢do de elementos-traco. A técnica requer ions acelerados que penetrem no
material a ser estudado (Yoneama & Dias, 2004).

Neste trabalho as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Implantagao
I6nica do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (IF-URFGS) e

analisadas no acelerador Tandetron.
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Para que a analise seja realizada, € necessario que as amostras estejam preparadas de
maneira adequada, isto ¢, geralmente devem ser sdlidas, homogéneas e sem rugosidades.
As amostras devidamente secas e homogeneizadas foram submetidas & maceragdo em
cadinho de porcelana, ao qual foi agregado nitrogénio liquido. Elas devem conter
quantidade suficiente de material para formacdo de uma pastilha solida do material a ser
analisado. O produto resultante da maceragcdo das amostras, foi prensado e transformado

em finas pastilhas, que foram levadas ao acelerador Tandetron para a andlise.

B

Fonte: Instituto de Fisica da UFRGS.

Figuras 3a e b: Acelerador Tandetron do Instituto de Fisica da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul (UFRGS).
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A andlise quantitativa dos espectros de raios-X caracteristicos das amostras foi
realizada pelo programa GUPIX (Maxwell, 1995 apud Yoneama & Dias, 2004),
desenvolvido na Universidade de Guelph (Canadd). O programa GUPIX leva em conta um
amplo banco de dados que inclui todas as quantidades fisicas relevantes, bem como os
processos envolvidos na técnica, sendo as concentragdes obtidas, expressas em partes por
milhao (ppm).

A escolha da técnica PIXE para a realizagdodas analises, € justificada pelo um amplo
espectro de elementos detectaveis, que apresentam desde o niimero atdmico 11 até o 38,
além do bério e chumbo, e pela precisdo dos resultados (ppm). Assim, foi possivel a
inclusdo de elementos invisiveis e complexos que podem ser independentes ou estar
estequiometricamente relacionados com elementos cujos raios-X sdo visiveis no
espectro.Adicionalmente, poucas universidades no Brasil, a citar Universidade de Sao
Paulo (USP) e Universidade Federal do Rio Grande do Sul (URFGS), dispdem do
equipamento necessario a execucdo deste tipo de andlise, o que contribui para a

confiabilidade dos dados obtidos.

4.7 Analises estatisticas
Analises Estatisticas

Os dados referentes ao crescimento micelial por terem sido obtidos em triplicatas, e
os dados de biosor¢do de metais, por seguirem as instru¢des de preparo de amostras
requeridas pela técnica de analise empregada (PIXE), nos quais as sextuplicatas de cada
tratamento sdo misturadas e transformadas em uma Unica pastilha, ndo foram submetidos

aos testes estatisticos que requerem a determinagdo da normalidade de dados.
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Para os ensaios envolvendo massa micelial, os dados obtidos nos tratamentos com as
adigdes de metais, foram comparados individualmente com os dados obtidos no meio
controle (sem metais), sendo para tal analise, aplicado o Teste-t de student, disponivel no
programa GraphPadPrism versdo 3.00 da GraphPad Software Incorporation. Quando a
comparagdo feita entre cada grupo e o controle, resulta em letras diferentes, isto significa
que os grupos comparados diferem estatisticamente com um indice de precisdao de 95%.

Os resultados obtidos das amostras correspondentes a secre¢do enzimatica, foram
analisados estatisticamente, sendo submetidos ao teste de normalidade Dunkey —Smirnoff
disponivel no programa SPSS versdaol4.0. Neste tipo de andlise, os dados obtidos
apresentaram uma distribuicdo normal sendo entdo submetidos ao Teste-t de student,
disponivel no programa GraphPadPrism versao 3.00 da GraphPad Software Incorporation.
Tratamentos com letras iguais, obtidas em um mesmo tempo de cultivo, indicam que estes

tratamentos ndo diferem estatisticamente, com 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento desta tese, foram realizados primeiramente estudos
relativos a possibilidade de crescimento do fungo Pleurotus sajor-caju na presenga dos
sais sulfato de cobre II (CuSOs4. 5H,0), de zinco (ZnS0O4.7H,0), de ferro II (FeSO..7H,0)
e de aluminio (Al(S0O4);.8H,0), adicionados isoladamente em meio liquido. Constatada a
possibilidade de crescimento fungico na presenga dos metais anteriormente estudados,
foram realizados novos ensaios nos quais foram adicionados ao meio de cultivo liquido, os
sulfatos de cromo III (Cr,(SO.);. x H,0), e de niquel II (NiSO4.6H,0), além da associagdo
de todos os metais estudados, constituindo solugdes com duas diferentes concentragdes:
30mg.100mL" (Td1) e 60mg.100mL" (Td2).

Em todas as condi¢des testadas ocorreu o crescimento fungico, deste modo, na
seqliéncia dos estudos, foram realizados ensaios enfocando tanto a biosor¢ao dos metais
pela massa micelial do fungo crescido em meio liquido, quanto a biosor¢ao dos corpos de
frutificagdo do fungo crescido em meio solido.

Adicionalmente foram realizados ensaios nos quais objetivou-se analisar a influéncia
do tempo de desenvolvimento fingico em relagdo a capacidade de biosor¢ao de metais
pelo micélio, na presenga das solugdes dos sais sulfato de cobre I, de zinco, de ferro II e
de aluminio, adicionados ao meio liquido, em ensaios especificos para cada sulfato a ser
avaliado.

Como complementacao dos estudos desenvolvidos, foram feitas as medidas para
determinagdo da variagdo do pH em cultivo liquido e também a avalia¢ao das atividades

das enzimas lacases € manganés peroxidases no cultivo sélido.
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Os resultados de todos os ensaios desenvolvidos sdo apresentados a seguir, levando
em consideragdo a seguinte ordem de apresentacdo: crescimento fungico em meio de
cultivo liquido; biosor¢do de metais em meio de cultivo liquido; variagdo do pH em meio
de cultivo liquido; biosorcdo de metais em meio de cultivo sélido; biosor¢do micelial
perante a adicdo de solugdes de metais ao meio de cultivo liquido, em diferentes estagios
de crescimento fungico e a andlise da produ¢do enzimatica em meio de cultivo solido.

Visto que os mecanismos envolvidos nos processos de retencao de metal pelo fungo
podem ocorrer tanto independentemente do metabolismo, como envolvendo gasto
energético, no presente trabalho adotou-se o termo ‘biosor¢ao’ para genericamente nomear

os distintos processos fisico-quimicos envolvidos.

5.1 Massa micelial de Pleurotus sajor-caju em cultivo liquido com adicdo de

metais

Analisou-se inicialmente o crescimento do fungo P. sajor-caju em cultivo liquido na
presenca dos metais cobre, zinco, ferro e aluminio na forma de sulfatos, sendo estes
adicionados separadamente em cada ensaio, para possibilitar uma concentracao final de
30mg do metal estudado, para cada 100mL de meio MCL. Os ensaios que enfocaram a
producdo da massa micelial fingica em cultivo liquido, foram submetidos a analise
estatistica com a aplicacao do Teste-t de student.

A Figura 4 refere-se ao desenvolvimento da massa micelial da linhagem PS 2001 de
P. sajor-caju em 7, 14 e 21 dias de cultivo liquido, em meios nos quais foram agregados os
quatro metais inicialmente selecionados. Constatou-se que em uma etapa inicial de

desenvolvimento correspondente aos 7 dias de cultivo, os sais sulfato de cobre II e sulfato

de aluminio promoveram um acentuado desenvolvimento micelial, em comparagdao ao
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controle e aos meios onde os demais metais foram adicionados. A aplica¢dao do teste-t em

uma mesma etapa de desenvolvimento resultou na obtencao de letras iguais (‘a’), para os
tratamentos nos quais sulfato de cobre II e sulfato de aluminio foram adicionados ao meio
de cultivo indicando que estes tratamentos ndo diferem pelo Teste-t de student (p>0,05) e
pela obtencao de letras diferentes (‘b’ e ‘c’) no controle e nos ensaios aos quais foram

adicionados sulfato de zinco e sulfato de ferro 1.
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Figura 4. Massa micelial de Pleurotus sajor-caju, em meio de cultivo liquido, aos 7, 14 ¢
21 dias de desenvolvimento.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragdo final de 30mg.100mL" de meio.
Os tratamentos que apresentam as mesmas letras no mesmo periodo de desenvolvimento, ndo diferem pelo
teste t (p>0,05).

Nos dados relativos ao 14° dia de desenvolvimento observa-se um maior
desenvolvimento micelial do controle em relacdo aos meios aonde foram adicionados os
metais. O maior valor de massa no controle no 14° dia pode sugerir um crescimento tardio
do controle, em relagcdo aos meios nos quais sulfato de cobre II e sulfato de aluminio foram
adicionados e nos quais a maior massa micelial foi obtida em um menor periodo de tempo

(7 dias). Por sua vez, o decréscimo da massa nos meios com sulfato de cobre II e sulfato de
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aluminio (14° dia), podem indicar que o pico da massa foi alcangado proximo aos sete dias
de crescimento, ocorrendo a partir de entdo, a lise celular.

A obtengao de menor conteido de massa micelial em relagdo aos demais tratamentos,
nos meios aos quais foi utilizado sulfato de zinco pode indicar uma inibicdo no
crescimento causada pela adi¢do deste sal ao meio de cultivo, principalmente se
considerarmos que neste estudo P. sajor- caju foi submetido a uma concentragdo de sulfato
de zinco equivalente a 300mg.L"'. Este dado é corroborado por Lopez-Errasquin &
Vézquez (2003), que ao estudarem o fungo Trichoderma atroviride, constataram uma
redugdo de 50% do crescimento deste microrganismo na presenga de 200 mg.L™" de zinco
no meio de cultivo.

No 21° dia de desenvolvimento, o controle e o meio de cultivo no qual sulfato de
cobre II foi adicionado, apresentaram massa micelial quantitativamente maior em
comparagdo aos meios com os demais tratamentos, no entanto, os valores de massa
micelial desta etapa de desenvolvimento foram menores do que os obtidos anteriormente
pelo controle (14° dia) e pelo sulfato de cobre II (7° dia). Com relacdo ao fungo P. sajor-
caju, ndo foram encontradas na literatura observagdes relativas ao aumento de massa

fungica na presenca de altas concentragdes de metais.

Em estudos feitos com o fungo Trichoderma atroviride crescido em meios de cultivo
liquido aos quais foi adicionado cobre, constatou-se que o microrganismo consegue
sobreviver a concentragdes entre 0-300mg.L"' deste metal, com os niveis constantes de
crescimento de biomassa, no entanto o crescimento decresce em 80% na concentracao de
350mg.L" e, nenhum crescimento foi observado, na presenga de 400mg.L"' (Lopez-

Errasquin & Vézquez, 2003).
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Posteriormente novos ensaios (Figura 5), foram feitos para verificar-se o
comportamento fingico na presenca de sulfato de cromo II e sulfato de niquel II. Nestes
ensaios, foram pesadas 30mg do sal a ser testado e diluidas nos 100mL do MCL. Na
medida em que estes metais, considerados letais mesmo em baixas concentragdes para
muitos microrganismos, ndo se mostraram toxicos ao desenvolvimento fungico, optou-se
por realizar ensaios nos quais 5 mg de cada um dos seis metais estudados, foram mescladas
e adicionadas aos 100mL que constituiam o meio MCL, chegando a uma concentracao
final de 30mg.100mL" de meio, em um ensaio denominado ‘Td1’. Um outro ensaio
denominado ‘Td2’, caracterizou-se pela adi¢do de 10mg de cada um dos seis metais
estudados nos 100mL que constituiam o meio MCL, alcangando uma concentragdo final

correspondente a 60mg de sais em 100mL de meio de cultivo.
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Figura 5. Massa micelial de Pleurotus sajor-caju, em meio de cultivo liquido, aos 7, 14 ¢
21 dias de desenvolvimento.

Td1 — Mescla de todos os sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL" de meio.

Td2 — Mescla de todos os sais metalicos na concentragdo final de 60mg.100mL" de meio.

Demais meios de cultivo com sais metalicos na concentra¢io final de 30mg.100mL" de meio.

Os tratamentos que apresentam as mesmas letras no mesmo periodo de desenvolvimento, ndo diferem pelo
teste t (p>0,05).
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A Figura 5 indica que mesmo em concentra¢des duplicadas em relacdo aquelas
anteriormente empregadas, os metais apesar de restringirem o crescimento fingico em
alguns ensaios, nao foram letais ao P. sajor-caju. Deve-se enfatizar que em meios nos
quais houve a adi¢do de cromo, nas etapas correspondentes aos 7 e 21 dias de
desenvolvimento, obtiveram-se valores de massa micelial superiores aqueles encontrados
no meio controle, indicando que este metal na forma de sulfato, foi promotor do
crescimento fingico.

Com relagdo a adi¢do de metais, estudos realizados por Baldrian (2003), com o
basidiomicete Phanerochaete chrysosporium indicaram que o crescimento da biomassa
deste fungo foi limitado na presenca de 50 ppm de Ni, Cd, e Pb, enquanto que na presenga
de Co and Cu, foi observado um decréscimo na taxa de crescimento na concentracdo de
150 ppm.

Santhiya & Ting (2006) em estudos realizados com o fungo Aspergillus niger,
visando a adaptag@o deste fungo aos ions metalicos Ni, Mo e Al, observaram uma longa
fase ‘lag’ (5 dias), seguida de um menor crescimento ¢ producao de biomassa, na linhagem
adaptada a niquel, indicando que este metal foi o mais toxico ao fungo.

Experimentos com o fungo Lentinula edodes envolvendo inibi¢do de crescimento,
indicaram que a seqiiéncia decrescente de toxicidade para os metais e concentragdes
aplicadas no meio liquido foi de Cd (0,0087mM) > Ni (0,35mM) >Zn (0,62mM) >Cu
(1,3mM) >Pb (2,7mM) e constataram também que concentragdes de 0,05mM de Cd e Hg
inibem completamente o crescimento fingico (Hatvani & Mécs, 2003).

Nos ensaios, representados por ‘Td2’, nos quais os metais mesclados constituiram
solugdes de 60mg.100mL", observou-se que nas etapas iniciais de desenvolvimento,

ocorreu um menor desenvolvimento fingico, quando comparado com os demais ensaios,
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indicando que concentracdes elevadas aliadas a associacdo de todos os metais, retardam o
desenvolvimento micelial. Alternativamente, observacdes de inibigdo fungica na presenga
de associagdo de metais feitas por Santhiya & Ting (2006) em Aspergillus niger
previamente adaptado a Ni, Mo e Al, constataram que este microrganismo ¢ capaz de
tolerar a associa¢do destes metais em concentragdes de até 100 mg.L™" de Ni, 200 mg.L™" de
Mo e 600 mg.L" de Al e concentragdes de até 1000 mg.L"' de Ni, 1200 mg.L" de Mo e
2000 mg.L" de Al quando os metais foram estudados isoladamente. Estes dados sugerem
que a presenca de multi-metais atua em sinergia para impor um ambiente mais toxico para
o crescimento fungico, em comparagdo a testes nos quais um Unico metal foi adicionado

separadamente.

5.2 Determinacao da biosorciao de metais por Pleurotus sajor-caju em cultivo liquido

Em uma primeira etapa de estudos sobre a capacidade de biosor¢ao de metais pela
massa micelial de P. sajor-caju desenvolvida em cultivo liquido foram feitos ensaios nos
quais ocorreu a adicao de solugdes de sulfato de zinco, sulfato de cobre II, sulfato de ferro
I e sulfato de aluminio. Para cada metal foram realizados ensaios especificos que se
caracterizaram pela adicdo ao meio MCL, do sulfato a ser estudado, na forma de solugdes
que apresentavam a concentrac¢do final de 30mg.100mL" de meio liquido.

A Figura 6 apresenta frascos contendo a massa micelial de P. sajor-caju,

desenvolvendo-se em ensaios relativos ao cultivo liquido.
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Figura 6. Frascos contendo micélio de Pleurotus sajor-caju desenvolvendo-se em cultivo

liquido.

As figuras a seguir mostram as concentracdes de metais no micélio fungico,
detectados e quantificados pela técnica PIXE, nos diferentes ensaios realizados, em
estagios de desenvolvimento micelial correspondentes respectivamente, a 7, 14 e 21 dias
de cultivo.

Das analises do micélio (Figura 7) foi constatada uma pequena quantidade de zinco
(0,0448 mg.g' de micélio) nos frascos do controle, que possivelmente tenha sido
proveniente da presenga deste metal no meio de cultivo controle, visto que a solucdo de
micronutrientes do meio controle contém 1,4 mg.L"', de ZnSO4 7 H,O. Posteriormente
foram analisadas amostras da massa micelial com 14 dias de desenvolvimento e os dados
indicaram que o fungo assimilou valores de zinco de até 29,14 mg.g™”, que correspondeu a
um aumento na quantidade de zinco superior a 650 vezes, em relagdo aos valores

encontrados no micélio do controle.
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Segundo Baldrian (2003), o fungo Pleurotus ostreatus crescido em meio com adi¢ao
de 5mM de ZnSO., conseguiu acumular em 7 dias de cultivo, 5 pg.g™' em peso seco de
zinco, o que ressalta a toxicidade do metal e a dificuldade do fungo que se encontra em

estagios iniciais de desenvolvimento de biosorver-lo.
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Figura 7. Biosor¢do de zinco pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em

cultivo liquido, aos 14 e 21 dias de desenvolvimento.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL" de meio.

Ainda na Figura 7, verifica-se que os cultivos com 21 dias de desenvolvimento
apresentaram uma biosor¢do de zinco de 5,734 mg.g”', o que representa uma diminui¢do na
capacidade de biosor¢do deste metal, quando comparadas com os de 14 dias de
desenvolvimento. Este fato pode indicar uma possivel lise celular, em etapas mais tardias
de desenvolvimento fingico (apds 14° dia de cultivo), com uma conseqiiente liberagdo do
metal previamente assimilado no meio de cultivo. Deve-se destacar também que o
desenvolvimento micelial do fungo nos 7 dias iniciais de cultivo foi lento (Figura 4),

havendo a formagdo de pequena quantidade de massa micelial, o que tornou inviavel a
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realizacdo das andlises da biosor¢do micelial de zinco neste periodo de tempo. A pouca
quantidade de massa micelial obtida nesta etapa inicial de desenvolvimento, pode indicar
uma resposta adaptativa do fungo ao metal presente no meio, com posterior incremento na
biosor¢do de zinco, indicada pelos dados obtidos nos 14 dias de desenvolvimento.

A toxicidade do zinco para o fungo, refletida por um lento crescimento inicial, e a
capacidade de adaptacdo do microrganismo, manifestada com o posterior crescimento,
também foi constatada por Tuszynska et al. (2006) que analisaram os efeitos do ZnSO4 no
fungo Paxillus involutus. As mitocondrias deste fungo tratadas com ZnSO,; nas
concentragdes de 1-100mM apresentaram perda da tubularidade e a motilidade de vactiolos
também foi afetada, dependendo do tempo de exposicdo e concentracdes aplicadas. Os
vacuolos tornam-se esféricos em concentracdes superiores a SmM de ZnSO, e em um
tempo de exposi¢@o superior a 15 minutos; as mitocondrias fragmentaram-se apds 30 min.
na presenga de 25mM de ZnSOs mas recuperam sua tubularidade com o tempo,
independentemente do fato do sulfato de zinco ser removido ou ndo da solugdo,
sinalizando uma resposta adaptativa do microrganismo a presenga do sulfato de zinco.

A Tabela 2 representa alguns dos elementos presentes na massa micelial de P. sajor-
caju quando adicionado sulfato de zinco ao meio de cultivo liquido. Os dados indicam que
no periodo em que foram obtidos os maiores valores para zinco (14° dia de
desenvolvimento), corresponderam aqueles em que houve maior biosor¢do dos metais
sodio, potassio, calcio, magnésio € mangangés.

Constatou-se também que no 21° de desenvolvimento houve uma reducio da
biosor¢do de zinco e também dos elementos sodio, potassio, calcio, magnésio € manganés.

No entanto, destacou-se uma diminui¢do acentuada na concentragao de sodio em valores
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proporcionais aquela que ocorreu com o zinco, 0 que sugere mecanismos de interacao

entre os ions de zinco e sodio, e a biosor¢ao pela membrana fungica.

Tabela 2. Concentracdo de metais presentes na massa micelial de P. sajor caju crescidos

em meios com adi¢ao de sulfato de zinco.

Concentracio (mg.g")
Elementos | Controle 14 dias 21 dias
Zn 0,0448 29,14 5,734
Fe| 0,262 0,155 0,526
Cr| LOD LOD LOD
Cul 0,012 0,156 0,976
Ni| Zero LOD LOD
Al 2,006 1,711 10,669
Mn| 0,015 0,166 0,054
Na| 3,024 9,882 2,151
Pl 2,658 28,948 15,426
S| 1,558 1,912 4,063
K| 3,148 10,298 4,907
Ca| 1474 9,47 3,415
Mg| 0,519 1,495 0,716

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecg@o.

Supdem-se que os gastos energéticos envolvidos no transporte ativo dos ions de
zinco para o interior das células fungicas também tenha interferido no crescimento fungico,
fazendo com que este se mantivesse em patamares similares nos distintos estagios de
desenvolvimento, como constatado na Figura 4.

A Figura 8 apresenta a assimilagdo de ferro, pela massa micelial de P. sajor-caju
desenvolvido em cultivo liquido. O ferro ja existente no fungo em condigdes normais
corresponde a 0,262 mg.g”', sendo que nos 7 dias iniciais de desenvolvimento os frascos
com ferro apresentaram uma biosor¢do de 20,453 mg.g”, valor que corresponde a um

aumento de 78 vezes a quantidade normal deste metal presente no fungo.
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Figura 8. Biosorcao de ferro pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em

cultivo liquido aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL"' de meio.

Nas etapas correspondentes aos 14° e 21° dias de desenvolvimento, constata-se
diminui¢do na concentragdo de ferro, sendo observados valores correspondentes
respectivamente, a 2,275 e 2,773 mg.g"' (Figura 8). A diminui¢do nos valores biosorvidos
pode indicar que agdo toxica do metal ocorre ao longo do tempo de cultivo. Segundo Haas
(2003), em situagdes ambientais de acumulagdo de ferro, fungos tém que suplantar
problemas relativos a insolubilidade e toxicidade do metal. Como estratégias para
adaptacao a este contexto ambiental, muitos fungos excretam quelantes especificos para os
ions de ferro — os sider6foros — para imobilizar este metal. O ferro ligado ao sideroforo ¢
utilizado via assimilagdo redutiva e a presenca de sider6foros intracelulares, ¢ comum em
muitos fungos como componentes do processo de armazenamento de ferro.

Paralelamente, o periodo correspondente ao 21° dia de desenvolvimento correspondeu

ao de maior biosor¢do de cobre, manganés, sodio, fosforo, enxofre, potassio, célcio e
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magnésio, conforme indicado na Tabela 3. Ja a biosor¢do de magnésio, foi menor no 7° dia
de desenvolvimento, que coincidiu com o periodo de maior biosor¢cdo de ferro. Ainda
conforme a Tabela 3, o periodo de desenvolvimento em que foi constatada a presenca de
magnésio no limite de deteccdo, correspondeu a uma maior biosor¢ao de ferro, indicando
uma provavel correlacdo entre os cations bivalentes, magnésio e ferro, na disputa de sitios

especificos da membrana celular.

Tabela 3. Concentracdo de metais presentes na massa micelial de Pleurotus sajor-caju

crescidos em meios com adi¢ao de sulfato de ferro II.

Concentrag¢io (mg.g™)
Elementos | Controle| 7 dias 14 dias 21 dias
Fe| 0,262 20,453 2,275 2,773

Zn 0,0448 | 0,137 0,0141 0,232
Cr| LOD Zero LOD LOD

Cu| 0,012 Zero LOD 6,235

Ni| Zero Zero LOD LOD

Al| 2,006 1,655 0,268 2,268

Mn| 0,015 LOD 0,005 0,041

Na| 3,024 2,743 LOD 4,358

P| 2,658 9,897 2,906 65,521
S| 1,558 0,608 0,416 24,158
K| 3,148 5,409 1,308 32,632
Ca| 1474 1,988 0,301 4,471
Mg| 0,519 LOD 0,199 4,349

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecgao.

As estratégias de bioacumulacdo de ferro, por Saccharomyces cerevisiae indicam que
as vias para acumulacdo de ferro pela levedura, incluem além dos siderdforos, ferro
permeases e transportadores ndo-especificos do ion bivalente do metal. Todas as vias de

acumulacdo estudadas para S. cerevisiae dependem diretamente ou indiretamente da
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atividade de metaloredutases, expressadas extracelularmente na membrana plasmatica
(Kosman, 2003).

A assimilacdo de aluminio pela massa micelial de P. sajor-caju esta representada na
Figura 9. Os dados obtidos indicam que quantitativamente houve menor biosor¢ao do
aluminio, quando comparada aos valores obtidos nos meios onde foi adicionado foi
adicionado zinco (Figura 7) ou ferro (Figura 8).

O aluminio presente no fungo quando crescido no meio controle corresponde a 2,006
mg.g”, sendo que o fungo assimilou 8,666 mg.g"' do metal, em um periodo de 7 dias de
cultivo, indicando uma provavel assimilacdo do metal simultdnea ao desenvolvimento

micelial nos 7 dias iniciais de cultivo.
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Figura 9. Biosor¢ao de aluminio pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em

cultivo liquido, aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL"' de meio.

Ainda na Figura 9, observa-se que ao atingir o 14° dia, os valores de aluminio

assimilados pelo fungo chegaram a 7,969 mg.g', o que pode indicar uma liberagdo do
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metal no meio de cultivo, ocasionada pela associacdo de diferentes fatores, como lise
celular — suposicdo corroborada pela andlise da Figura 4, em que se constata uma
diminui¢do da massa micelial no 14° dia de desenvolvimento, desor¢cio do metal
previamente assimilado e alteracdes do pH do meio de cultivo. Segundo Baldrian (2003)
em estudos com diferentes fungos e metais pesados, a biosor¢do de chumbo pelo micélio
de Pleurotus sanguineus foi acompanhada pela troca idnica e liberacdo de calcio do
micélio; também observou que o mecanismo de troca idnica tem repetidos ciclos de
biosor¢do/desorc¢ao possivelmente influenciado pela alteragao do pH do meio.

Os dados obtidos nos 21 dias de desenvolvimento sugerem que o fungo apresentou
novamente capacidade de biosor¢do do metal presente no meio de cultivo, o que esta
representado pela biosor¢do de aluminio de 18,630 mg.g™”, correspondendo a valores 9
vezes superiores ao do controle, valores alcangados pelo fungo mesmo quando ocorreu a
reducdo da biomassa fungica, representada na Figura 4. Baldrian (2003) afirma que a
capacidade de ligagdo do metal depende da idade do micélio e da composicdo do meio de
cultura usado para o cultivo, devido provavelmente a mudangas que ambos fatores
ocasionam na parede celular; a ligacdo do metal também pode ser afetada por tratamentos
quimicos ou fisicos do micélio, mas sua efetividade depende do metal e da espécie de
fungo utilizada.

De acordo com os dados da Tabela 4, relativos a presenca dos demais metais
biosorvidos pelo fungo quando foi adicionado ao meio liquido sulfato de aluminio,
constata-se que no 21° dia de desenvolvimento correspondente aos valores mais altos de
biosor¢do de aluminio, também corresponderam aos maiores valores de biosor¢do para

ferro, sddio e potassio.
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Tabela 4. Concentracdo de metais presentes na massa micelial de Pleurotus sajor-caju

crescidos em meios com adi¢ao de sulfato de aluminio.

Concentragiio (mg.g™)
Elementos | Controle | 7 dias 14 dias 21 dias
Al| 2,006 8,666 7,969 18,630

Zn 0,0448 0,087 0,025 0,031
Cr| LOD LOD LOD Zero

Cu| 0,012 0,011 0,019 0,011

Ni| Zero Zero Zero LOD

Fe| 0,262 0,445 0,448 0,625

Mn| 0,015 0,023 LOD Zero

Na| 3,024 2,126 2,567 4,110
P| 2,658 15,837 16,430 18,050
S| 1,558 1,912 2,864 2,623
K| 3,148 9,768 2,007 3,303
Ca| 1,474 1,373 0,499 0,895
Mg| 0,519 0,723 Zero Zero

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecgao.

No 14° dia de desenvolvimento foram obtidos os menores valores de biosor¢cao de
potassio e calcio que corresponderam simultaneamente aos menores valores de biosor¢ao
de aluminio pelo fungo, como indicado na Tabela 4.

Com relagdao ao comportamento fingico quando da adi¢ao de sulfato de cobre II ao
meio, observa-se que a biosor¢ao de cobre foi crescente ao longo do tempo de cultivo
(Figura 10), chegando a valores de 10,502 mg.g'em 21 dias de desenvolvimento, o que
representou um aumento superior a 875 vezes, em relagdo a quantidade presente no

controle (0,012 mg.g™).
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Figura 10. Biosor¢cdo de cobre pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em
cultivo liquido, aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL" de meio.

Segundo Veit et al. (2005) a capacidade maxima de biosor¢ao de cobre (II) encontrada
para biomassa morta dos fungos Pleurotus pulmonarius e Schizophyllum commune foi,
respectivamente, de 6,20 e 1,52 mg. g' de biomassa. A biomassa de Pleurotus sajor-caju,
Pleurotus  ostreatus, Phanerochaete chrysosporium e Schizophyllum commune
apresentaram, respectivamente, capacidade de biosor¢do de 2,61, 4,77, 3,69 e 3,94 mg de
cobre (II) por grama de biomassa imida (Gabriel et al., 2001) e Aspergillus niger foi capaz
de biosorver 2,66 mg de cobre (II) por grama de biomassa seca (Kapoor et al., 1999).

Em estudos nos quais 100mg.L™" de cobre (II) estiveram presentes no meio de cultivo
liquido, de diferentes fungos basidiomicetes, os valores maximos de biosor¢ao encontrados

para o metal foram de 8,77 mg.g” em peso seco para Oudemansiella mucida, 6,29 mg.g"
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para Lepista nuda, 5,08 mg.g™" para Pycnoporus cinnabarinus € 4,77 mg.g"' para Pleurotus
ostreatus (Gabriel ef al., 2001). A biosor¢do de 10,502 mg.g"' de micélio seco, obtida por
P. sajor-caju no presente estudo, evidencia a grande capacidade de biosor¢ao deste metal
pelo fungo, nas condi¢des estudadas, quando comparada aos dados encontrados na
literatura.

Os dados da Tabela 5 indicam as concentragdes dos demais metais presentes na massa
micelial cultivada em meio liquido quando agregado ao meio de cultivo o sulfato de cobre
II e indicam que a maior biosor¢ao de cobre, correspondeu simultaneamente a uma maior
biosor¢ao de aluminio, ferro, sodio, fosforo e calcio ¢ aos menores valores de zinco e

manganes.

Tabela 5. Concentragdo de metais presentes na massa micelial de Pleurotus sajor-caju

crescidos em meios com adigao de sulfato de cobre II.

Concentracio (mg.g™)

Elementos | Controle | 7 dias 14 dias 21 dias
Cu| 0,012 0,835 3,609 10,502

Zn 0,0448 0,041 0,044 LOD

Cr| LOD LOD LOD Zero

Al| 2,006 0,446 1,110 1,832

Ni| Zero LOD LOD LOD

Fe| 0,262 0,189 0,287 0,508

Mn| 0,015 LOD 1,465 1,763

Na| 3,024 2,126 2,567 4,110

P| 2,658 4,608 3,933 3,522
S| 1,558 1,434 2,165 1,277
K| 3,148 2,058 2,668 2,429
Ca| 1474 0,788 0,905 1,484
Mg| 0,519 LOD LOD LOD

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecgao.
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Segundo Holcombe et al. (1999), em estudos para pré-concentrar quantidades tragos
de Cd, Cu, Co e Ni usando biomassas de algas (Stichococcus-bacillares) observaram que a o
presenca de ions de metais alcalinos e alcalinos terrosos ndo afeta a adsor¢cdo de outros
ions metélicos. Para P. sajor-caju, como constatado na Tabela 5, a maior concentracao de
sodio e de calcio, coincidiu com periodo de maior biosor¢ao de cobre, sendo que a redugao
na biosor¢do destes elementos também foi seguida de reducdo de biosor¢do de cobre. A
biosor¢do nao foi dificultada pela presenca destes metais alcalinos e alcalinos terrosos, no
entanto, ¢ provavel que tenham ocorrido mecanismos que envolvam o transporte ativo e
outros mecanismos de interagdo complementar entre estes ions e o cobre, na medida em

que a maior ou menor biosor¢do destes ions, resultou em um comportamento similar de

biosor¢do de cobre pela biomassa fingica.

De acordo com Baldrian (2003) a biosor¢do de ions de Cu™ pelo micélio de
Ganoderma lucidum foi baseada na substituigdo do ion Ca*, no entando para
Phanerochaete chrysosporium, foi constatado que a troca i6nica correspondeu a somente
1% da assimilagdo de ions de Cu™ o que pode indicar que a assimilagdo do cobre foi
atribuida principalmente a adsor¢do de coldides de hidroxido de cobre, extremamente
pequenos, formados ao redor do pH 6,0. Pleurotus ostreatus conseguiu acumular, em 7
dias de crescimento em meio contendo 5 mM de cobre (I), 10 pg.g™' em peso seco de
cobre sendo que deste valor, somente 2,4 ug.g”' estavam ligados a proteinas no citosol,
formando metaloproteinas.

Os mecanismos de acumulagdo de metais por fungos da podridao branca, como os do
género Pleurotus sp. sao pouco conhecidos, mas para outros fungos sabe-se que os
sistemas de biosor¢do de metais essenciais (Zn, Cu, Mn, Fe...) estdo presentes nas

membranas das células; com relagdo aos metais ndo essenciais (Cd, Cr, Hg...), eles sdo
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geralmente co-transportados usando os mesmos transportadores, devido a sua baixa
especificidade. A biosor¢ao depende do potencial da membrana e geralmente esta ligada ao s
transporte de célcio, sendo que para o transporte de cadmio pelo fungo Paxillus involutus,

foi constatado que 50% do metal estava ligado a parede celular, 30% permaneceu no
citoplasma e 20% foram transportados para o interior dos vactiolos (Baldrian, 2003).

Os resultados referentes a assimilagdo dos metais estudados sugerem a existéncia de
mecanismos eficientes de biosor¢do que respondem diferentemente para cada metal
estudado. Muitos destes mecanismos podem estar relacionados a transporte ativo, pois o
metal passa a concentrar-se no interior do micélio, o que envolve gastos energéticos.
Segundo Tsekova & Galabova (2003) em estudos feitos com Rhizopus delemar na
presenga de cobre, constataram que as ligacdes reversiveis entre o metal e a biomassa
ocorrem quando estdo presentes os grupos funcionais hidréxido e amida, que por serem
bases fracas, se ligam fracamente aos metais, sendo mais comum que os sitios envolvidos
na biosor¢ao de metais, contenham ligantes carboxilatos ou fosfato ou ambos. As liga¢des
ndo-reversiveis, envolvendo a biosor¢ao de cobre pela biomassa de R. delemar geralmente
sdo executadas por mecanismos de complexacdo, envolvendo sitios da parede celular que
contenham carboxil, fosfato e outros constituintes, sendo dificil determinar a importancia
destes ligantes. As diferencas nas caracteristicas de biosor¢do entre os fungos, sdo
provavelmente devido aas diferentes proporcdes de tais ligantes presentes em suas paredes
celulares.

Segundo Zafar et al. (2007) um determinado organismo pode realizar diretamente ou
indiretamente varias estratégias de sobrevivéncia como por exemplo, a sintese de
metalotioninas ou y-glutamil peptideos, como um mecanismo de resisténcia a presenga de

ions Cu** em meios de cultivo de Saccharomyces cerevisiae. A ligagdo do cobre com as
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membranas, sua precipitacdo ao redor das paredes celulares, bem como o transporte iy
intracelular, também sdo componentes dos mecanismos de resposta da célula.

De acordo com os dados da Tabela 5, foram obtidos maiores valores de biosor¢ao de
potassio no micélio do controle do que em qualquer outra etapa de desenvolvimento
fingico, em meio no qual o cobre esteve presente, o que pode sugerir a ocorréncia do
efluxo deste elemento causada pela presenca de cobre. Tal indicagdo € corroborada por
Baldrian (2003) que em estudos com basidiomicetes observou que o cobre exerce seu
efeito diretamente na membrana plasmatica fungica, causando mudangas em sua
composi¢do. A presenca do cobre interfere no transporte de metais solubilizados e provoca
o efluxo de potéssio que por sua vez esta associado a permeabilizacdo e outras mudangas
na composicdo da membrana.

Adicionalmente, constata-se que no periodo de desenvolvimento fiingico que
correspondeu a obtengdo da maior massa micelial (Figura 4), foi o periodo em que ocorreu
a menor biosor¢do de cobre, como indicado na Tabela 5, corroborando a hipdtese de que a
biosor¢do de cobre envolve gasto energético, o que poderia ocasionar, por um mecanismo
compensatorio, uma diminui¢cdo das reagdes metabdlicas que promoveriam o crescimento
micelial.

A partir da constatacdo de que o fungo apresentava condi¢des de desenvolvimento
micelial na presenca dos metais estudados e também capacidade de biosorg¢do destes
metais, foram realizados novos estudos enfocando metais normalmente reconhecidos como
toxicos as células, como niquel e cromo que também foram adicionados aos meios de
cultivo na forma de sulfatos, nas concentragdes de 30mg.100mL"'de meio. Adicionalmente
foi realizado um teste (Tdl), no qual todos os sais foram mesclados e adicionados em

concentragdes de 5mg de cada sal, totalizando 30mg.100mL" de meio. Este estudo foi
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realizado para analisar-se o comportamento do fungo perante situagdes comuns em areas 5
de contaminag¢do ambiental nas quais misturas de distintos metais aparecem como
contaminantes. Também com o objetivo de observar o comportamento do fungo na
presenga de todos os metais associados em uma concentracdo superior a inicialmente
testada, foi realizado um ensaio (Td2) no qual foram adicionadas ao meio de cultivo, 10mg

de cada sal estudado, totalizando 60mg.100mL™" de meio.

Os dados que seguem representam o comportamento do fungo nos estagios de
desenvolvimento micelial correspondente aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento, perante
cada uma das novas adic¢oes testadas.

A Figura 11 representa os ensaios ao qual cromo foi adicionado ao meio de cultivo,
constatou-se que em 7 e 14 dias de desenvolvimento, os valores de absor¢cdo de cromo
foram respectivamente, de 14,704 e 13,975 mg.g'. No controle nio foi constatada a
presenga de cromo no meio. A assimilacdo do metal decaiu no 21° dia de desenvolvimento
a valores de 10,152 mg.g"' o que pode indicar que o fungo atingiu o periodo estacionario de

desenvolvimento que foi seguido de morte fungica e provavel liberacdo do metal no meio

de cultivo.
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Figura 11. Biosor¢do de cromo pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em

cultivo liquido, com 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento. 8

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL"' de meio.

Kaszycki et al. (2004) sugerem que os microrganismos atuam com diferentes
mecanismos e reacoes fisioldgicas ao ‘stress’ causado pelo cromo, tais como a indugdo de
proteinas de stress, reacdes de oxi-redugdo, interagdo com organelas celulares, ligagdo de
moléulas citosolicas, encapsulamento do cromo dentro de cépsulas das membranas,
precipitacdo do metal, quelacao e efluxo ativo foram observados para leveduras e outros
organismos ou foram supostos hipoteticamente. Assim, € possivel que parte do metal
acumulado por P. sajor-caju em uma etapa inicial de desenvolvimento, possa ter sido
liberado novamente para o meio, devido a mecanismos que envolvam nao somente a lise
celular, mas também o efluxo ativo do metal para o meio liquido.

Neste estudo o valor maximo de biosor¢ao de cromo obtido para P. sajor-caju foi de
14,704mg de Cr”.g" de micélio em peso seco, valor altamente significativo quando
comparados aos 5,1, 10 e 11,1mg de Cr”.g" de peso seco biosorvidos, respectivamente,
por células de Rhizobium, Pichia guilliermondii e Candida curvata, tratadas com cromo
imobilizado (Kaszycki et al., 2004). O fato de ndo ter sido observada toxicidade do cromo,
associada a alta capacidade de assimilagdo do metal, reforcam a possibilidade de aplicagao
do P. sajor-caju em tratamentos de efluentes contaminados com este metal.

A Tabela 6 representa os demais metais biosorvidos pelo fungo crescido em meio
liquido quando adicionado o sulfato de cromo III ao meio, indicando que os valores de
maior biosor¢do de cromo corresponderam também aos maiores valores de biosor¢ao de
aluminio, ferro e sddio. Adicionalmente, alguns ions presentes no controle, como cobre ¢
mangangés, foram encontrados somente em niveis proximos ao limite de detec¢do, o que

pode indicar uma possivel inibi¢do da assimilagdo destes ions pela presenca de ions de Cr™
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no meio de cultivo. A maior biosor¢do de sddio pode significar também que hd uma

correlacdo da presenca deste metal e o transporte ativo do cromo.

59

Tabela 6. Concentracdo de metais presentes na massa micelial de Pleurotus sajor-caju

crescidos em meios com adi¢ao de sulfato de cromo III.

Concentrag¢io (mg.g™)

Elementos | Controle 7 dias 14 dias | 21 dias
Cr| LOD 14,704 13,975 10,152

7n 0,0448 0,145 0,151 0,075

Cu| 0,012 LOD LOD LOD

Al|l 2,006 2,531 0,906 2,130

Ni Zero LOD Zero Zero

Fe| 0,262 0,644 0,641 0,276

Mn| 0,015 LOD LOD LOD

Na| 3,024 3,871 1,526 2,943

P| 2,658 5,019 10,979 6,313

S| 1,558 0,308 1,298 0,499

K| 3,148 3,384 3,537 2,158

Ca| 1474 1,466 5,180 4,324

Mg| 0,519 LOD 0,634 LOD

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecg@o.

A Figura 5 que representa a massa micelial de P. sajor-caju em meios aos quais foi

adicionado sulfato de cromo III, indica que os menores valores de massa micelial foram

alcancados no 14° dia de desenvolvimento, que corresponderam aos de maior biosor¢ao de

cromo e menor assimilacao do soédio, compensada provavelmente pela maior biosor¢ao de

potassio e calcio (Tabela 6). Estes dados corroboram a hipotese de que estes ions estdo

diretamente envolvidos tanto no crescimento fungico, como na biosor¢do do cromo,

processos estes que ocorrem mediante gastos energéticos, € provavelmente parte da

energia utilizada na biosor¢do do cromo deixa de ser utilizada pelo fungo no seu

crescimento micelial.
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Em ensaios nos quais foi adicionado niquel aos meios de cultivo, constatou-se que
nos 7 dias iniciais de desenvolvimento, o fungo apresentou uma assimilagdo pequena do ‘0
metal presente no meio (0,657 mg.g') em relagdo aos valores observados em etapas
posteriores de desenvolvimento, sendo que no controle ndo foi constatada a presenca de
niquel (Figura 12). Esta constatacdo pode indicar a existéncia de um periodo de adaptagdo
fingica a presenca do metal no meio, com conseqiiente incremento da capacidade de

biosor¢ao de niquel pela massa micelial. O valor méximo de biosorc¢do de niquel alcangado

pelo fungo foi de 1,873 mg.g"' no 14° dia de desenvolvimento.
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Figura 12. Biosorcdo de niquel pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em
cultivo liquido, com 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragdo final de 30mg.100mL" de meio.

Dilek et al. (2002) afirmam que o niquel (II) ¢ um metal com baixa afinidade de
biosor¢do pelos microrganismos, ¢ que esta dificuldade pode ser minimizada quando

estudos empregam células metabolicamente inativas. Eles sugerem que em alguns casos
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estas células sdo mais eficientes na realizagdo da biosor¢do e apresentam a vantagem de
evitar custos adicionais envolvidos na geragdo e manutengao de biomassa viva.

Como representado na Tabela 7, os meios de cultivo nos quais foi adicionado sulfato o
de niquel II, constatou-se maiores valores de biosor¢ao para os metais como zinco, ferro,
aluminio, sodio, enxofre, potdssio e magnésio, na mesma etapa de desenvolvimento em

que foram encontrados os maiores valores de biosor¢do de niquel pelo fungo,

correspondente ao 14° dia de cultivo.

Tabela 7. Concentracdo de metais presentes na massa micelial de Pleurotus sajor-caju

crescidos em meios com adi¢@o de sulfato de niquel II.

Concentracio (mg.g™)

Elementos | Controle | 7 dias 14 dias | 21 dias

Ni| Zero 0,657 1,873 1,571

Zn 0,0448 0,058 0,236 0,217

Cu| 0,012 LOD LOD Zero

Al| 2,006 1,328 1,699 1,532

Cr| LOD LOD LOD LOD

Fe| 0,262 0,384 1,012 0,425

Mn| 0,015 0,018 0,045 0,060

Na| 3,024 2,095 2,517 2,251

P| 2,658 3,878 4,783 5,553

S| 1,558 0,881 1,440 0,948

K| 3,148 1,919 4,404 1,967

Ca| 1,474 1,468 3,225 6,706

Mg| 0,519 0,398 0,638 0,504

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecg@o.

A flutuagdo dos valores de biosor¢do de sédio e potassio, os principais ions
envolvidos no transporte ativo das células, foi correspondente a flutuacido dos valores de

biosor¢ao de niquel, o que indica o envolvimento deste tipo de mecanismo, nos processos
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de incorporagdo do niquel pela massa micelial fingica. Este dado ¢ corroborado quando
observa-se que os menores valores de biosorcao de niquel também corresponderam aos 6
menores valores de biosor¢ao de sodio e potassio pelo fungo (Tabela7).

O gasto energético envolvido nos processos de transporte ativo pode ter contribuido
para uma menor biosor¢do de niquel quando este metal ¢ comparado aos demais metais
empregados isoladamente, e para a obtencdo de pequenos valores de crescimento micelial
nos ensaios em que sulfato de niquel foi adicionado ao meio de cultivo, como constatado
na Figura 5. Segundo Tuszynska (2006), as hifas do fungo ectomicorrizo Paxillus
involutus tratadas com NiSO, na concentragdo de 1mmol.L", apresentaram perda da
tubularidade dos vacuolos e o rompimento da rede mitocondrial causada por Ni?
indicando que a presenca destes ions no meio de cultivo, induz a modificagcdes na
morfologia de organelas e microtiibulos. Apds a remog¢ao do sulfato de niquel II do meio
de cultivo, os vacuolos tubulares conseguiram reestruturar-se, no entanto, a rede
mitocondrial foi reestabelecida mesmo na presenca de NiSO,, sugerindo mecanismos
celulares de detoxificagdo especificos para este metal.

Hatvani & Mécs (2003) afirmam que os mecanismos de tolerancia/sensibilidade,
crescimento e processos enzimaticos envolvendo fungos e metais pesados ainda
necessitam ser esclarecidos. Como residuos industriais sdo geralmente complexas misturas
de varios xenobidticos, incluindo sais de metais pesados, os efeitos inibitorios destes
devem ser levados em consideragdo quando sao realizados estudos envolvendo
biorremediagao.

A Figura 13 representa o comportamento do fungo em ensaios denominado ‘Td1’,
nos quais todos os metais foram mesclados e adicionados ao meio de cultivo na

concentragdo de 5mg de cada sal, totalizando 30mg.100mL™" de meio de cultivo. Nesta
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figura pode-se constatar que os ensaios apresentaram diferentes tipos de comportamento
com relagdo a biosor¢do dos metais, sendo que esta foi crescente ao longo do tempo para o
cobre e zinco, e decrescente ao longo do tempo de cultivo para ferro, cromo e aluminio,
embora a biosor¢ao de aluminio tenha se mostrado em patamares semelhantes no 14° e 21°

dia de desenvolvimento. Com relagdo ao niquel, a biosor¢do manteve-se em valores
semelhantes ao longo do tempo de cultivo, sendo levemente superior no 14° dia de
desenvolvimento fungico.

Entre os metais adicionados verifica-se que zinco foi o metal assimilado em maior
quantidade pelo fungo, tal como observado quando foi adicionado isoladamente (Figura 7).
Este fato reforca a possibilidade da existéncia de mecanismos preferenciais para a entrada
de deste metal na membrana fungica, fato que ndo ¢ alterado nem mesmo pela presenca de
outros ions metalicos no meio de cultivo.

A biosor¢do da ordem de 1,194 mg.g"' para o aluminio foi inferior ao valor
encontrado no controle (Tabela 4), nos quais constatou-se a presenga de 2,006 mg.g™' deste
metal. Os demais metais apresentaram uma biosor¢ao em valores superiores ao controle,
no entanto estes valores foram menores quando comparados aqueles obtidos nos ensaios
em que os metais foram adicionados isoladamente. Como exemplo, o zinco quando
adicionado em conjunto com outros metais apresentou biosor¢ao maxima no 14° dia de
cultivo, de 2,955 mg.g™' e quando isoladamente adicionado ao meio de cultivo, como indica
a Tabela 2, apresentou valores de biosor¢do maxima de 29,14mg.g”', também no 14° dia de

cultivo.
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Figura 13. Biosor¢do de metais pela massa micelial de Pleurotus sajor-caju obtida em
cultivo liquido, aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento, quando da adicdo da solucdo
‘Td1’.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragio final de 30mg.100mL"' de meio.

Bayramolu et al. (2003) em estudos sobre a capacidade de biosor¢do do fungo
imobilizado Trametes versicolor, crescido em meio de cultivo contendo a associacao dos
ions de Cu?**, Pb*" ¢ Zn**, relatam que em uma biosor¢do competitiva, as diferencas nas
afinidades de biosor¢cdo podem ser originadas por interagdes complexas de vdrios fatores,
tais como, carga iOnica, preparacdo da massa fungica imobilizada, pH do meio e
concentracdo de metais no meio, sendo que a temperatura do meio, quando entre 15 e
45°C, ndo afeta significantemente a capacidade de biosor¢ao.

A Tabela 8 representa a concentragao dos diferentes elementos presente na massa

micelial de P. sajor-caju, quando crescido em meio de cultivo contendo uma mescla de
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sulfato de cobre II, sulfato de zinco, sulfato de ferro II, sulfato de aluminio, sulfato de
65
cromo III e sulfato de niquel II.

Tabela 8. Concentracdo de metais presentes na massa micelial de Pleurotus sajor-caju

crescidos em ensaio denominado ‘Td1°.

Concentra¢io (mg.g™)
Elementos | Controle | 7 dias 14 dias 21 dias
Cu| 0,012 1,717 1,909 1,748
Zn 0,0448 1,988 2,955 2,446
Cr| LOD 2,199 2,186 1,961
Al| 2,006 1,194 0,887 0,932

Fe| 0,262 2,270 2,191 1,902
Ni| Zero 0,363 0,516 0,516
Mn| 0,015 0,052 LOD LOD

Na| 3,024 LOD 0,914 1,073
P| 2,658 7,681 6,417 6,001
S| 1,558 1,590 0,992 0,984

K| 3,148 4,024 2,300 1,889
Ca| 1,474 2,68 4,095 4,214
Mg| 0,519 LOD LOD 0,451

LOD - Concentrag@o proximas ao limites de detecgao.

Os valores obtidos para a biosor¢dao dos metais adicionados em conjunto ao meio de
cultivo (Tabela 8), foram inferiores aqueles obtidos quando os metais foram adicionados
isoladamente ao meio de cultivo, indicando provaveis interacdes de biosor¢do competitiva
entre os ions adicionados e os sitios de ligacao disponiveis na biomassa fungica.

Segundo Errasquin & Vasquez (2003), em estudos com Trichoderma atroviride, a
combinacdo de varios ions afetou a biosor¢do de cada metal individualmente, sendo que
ocorreu um decréscimo de 75% da biosor¢ao de cobre e zinco, quando os dois estiveram
em combinagdo, indicando que a acumulagdo seletiva de metais pesados por

microrganismos ¢ determinada por competicao interionica nas quais os cations metalicos



competem pelos sitios de ligacdo da parede celular. Os resultados obtidos na Tabela 8,
quando comparados aos da Tabela 9, indicam que o mesmo ocorreu para P. sajor-caju, na
medida em que foram obtidos valores superiores a 75% de decréscimo de biosor¢do de
cobre e zinco, quando da adicdo ao meio, destes metais combinados com outros ions
metalicos.

Fungos como Pleurotus ostreatus, Daedalea quercina e Trametes versicolor
acumularam mais zinco de uma solu¢do na qual somente zinco esteve presente, do que em
solugdes nas quais o zinco esteve em associagdo com outros metais como cadmio, cobre e
chumbo. O resultado obtido sustenta a idéia de que quando o crescimento fingico ocorre
com um permanente contato entre os metais pesados e o zinco, este freqlientemente &
substituido pelos demais metais pesados (Curkova et al., 2004). Mohapatra & Gupta
(2005) observaram que em um sistema binario no qual cobre e zinco, foram adicionados
simultaneamente ao meio de crescimento da alga Oscillatoria angustissima, o cobre inibiu
fortemente a biosor¢do de zinco e¢ no entanto, sua biosor¢do permaneceu praticamente
inalterada. A capacidade de biosor¢do de um unico metal decresceu na odem Zn(II) >
Cu(Il), em pH 4,0 e na concentracao de 0,5mM de cada metal.

Estudos realizados durante o crescimento do fungo basidiomicete Daedalea quercina
em meio contendo quantidades equimolares de aluminio, cobre, zinco e chumbo,
constataram que as concentragdes de ions de metal acumulado decresceram na seguinte
ordem Zn > Cu > Pb > Al, o que indica que a preferéncia por determinados metais ¢
especifica para cada espécie de microrganismo estudado (Baldrian, 2003). Tal observacao
¢ condizente com os valores obtidos para P. sajor-caju no presente estudo, pois como

indica a Tabela 8, nos 14 dias de desenvolvimento, quanto ocorreram ensaios nos quais foi
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realizada a associacdo de todos os metais, a maior biosor¢ao foi encontrada para zinco,
seguida por cobre e aluminio.

Na analise da Tabela 8, destacam-se ainda os valores elevados de fosforo, calcio e
potéssio presentes na massa micelial, e também a menor presenca de sodio, quando
comparados com os valores encontrados no controle.

As amostras relativas aos ensaios denominados ‘Td2’, foram encaminhadas ao IF-
URFGS, no entanto, ndo foi possivel a realizagdo das analises por problemas técnicos no
acelerador Tandetron, que ndo foram solucionados até a data do término da redacdo da
presente tese de doutorado.

Para realizar-se uma analise comparativa complementar foi construida a Tabela 9,
que representa os valores maximos de biosor¢do dos distintos metais quando aplicados
separadamente aos meios de cultivo, comparados com os controles, nos quais ndo houve a
adi¢do de metais, e o periodo de desenvolvimento fungico no qual foi constatada a
biosor¢do maxima.

Tabela 9. Comparagdo entre a maxima absor¢do micelial e os estagios de desenvolvimento

de Pleurotus sajor-caju em relagdo aos metais aplicados isoladamente.

Metais Controle Absorc¢ao | Absorciao | Tempo de Cultivo

(sulfatos) (mg.g™) Maixima | Maixima (dias)
(mg.g™) (vezes)

Zinco 0,0448 29,14 650 14

Ferro 0,262 20,45 78 7
Aluminio 2,006 18,63 9 21

Cobre 0,012 10,50 875 21

Cromo Zero 14,70 - 7

Niquel Zero 1,87 - 14
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Verifica-se um comportamento heterogéneo da capacidade de biosor¢do pelo fungo
em relacdo aos diferentes metais testados. Esta heterogeneidade pode ser observada pelas 5
diferentes concentragdes de metais ja presentes no controle, pela biosor¢ado maxima obtida
para cada metal e também pela variagdo no periodo de tempo necessario para que esta
biosor¢do maxima fosse alcangada pelo fungo.

A ordem preferencial de biosor¢do de metais, obtida para P. sajor-caju neste estudo,
com exce¢ao da ordem cobre/niquel, ¢ semelhante aquela encontrada por Hefhawy &
Razak (1998) em estudos feitos com uma linhagem de Fusarium oxysporum tolerante a
cobre. Os pesquisadores observaram que as paredes das células obtidas de micélio crescido
a 200 e 400 mg.L" de cobre, podem religar-se individualmente a metais mais facilmente do
que as paredes das células do controle podem fazé-lo, e seguem a ordem preferencial
religagdo de Zn > Fe > Ni > Cu > Co.

Constata-se que a biosor¢do do aluminio foi reduzida em comparacio a biosor¢ao
dos demais metais, no entanto, este metal € o que se apresenta em maior quantidade no
controle, podendo ser conseqiiéncia tanto da concentragdo de aluminio j& existente no
controle, como também de mecanismos preferenciais de ligagdo na membrana. Por outro
lado, a menor concentragdo de aluminio em relacdo aos demais metais pode ser
conseqiiéncia de interferéncia dos demais ions metalicos presentes no meio de cultivo.

Os metais cobre e zinco, foram mais facilmente biosorvidos pelo fungo,
provavelmente devido a mecanismos especificos de transporte, que envolvam gastos

energéticos. Tal fato foi constatado por Silva & Prado-Filho (1998) em estudos sobre a
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acumulagdo de cadmio por Saccharomyces cerevisiae, indicando um provavel transporte
destes cations para o interior das células por meio de proteinas especificas de transporte até

o citosol, onde entdo ficariam ligados a metaloproteinas. Segundo Luna et al. (2005) em
estudos sobre os mecanismos de biosor¢do de Cu pela alga Sargassum sp., um limite na
concentragdo inicial de Cu' superior ao valor de 250ppm origina a formag¢do de agregados 0
que dificultam a sor¢do. No entanto a alga apresenta em sua parede um biopolimero (4cido
alginico), um polisacarideo estrutural com importantes propriedades de troca idnica, com
habilidade de formar blocos poliméricos com grupos carregados negativamente, que sao
responsaveis pela imobilizagdo dos fons de Cu™ em sitios intersticiais, sem quebra de
ligagdes quimicas no biopolimero.

Malik (2004) relata que metais recalcitrantes como niquel apresentam baixa
capacidade de ligacdo a células vivas o que dificulta a efetividade do processo de remogao
de metais. No entanto, o fungo apresentou habilidade para biosorver os metais cromo e
niquel, conhecidos por serem téxicos a microrganismos, indicando o potencial que P.
sajor-caju apresenta para ser aplicado em tratamentos de efluentes contaminados com tais
metais.

Em nenhuma das condigdes testadas, os metais e as concentragdes empregadas foram
letais ao fungo P. sajor-caju e, ao contrario, este se mostrou altamente capacitado para
assimilar metais nas condi¢des testadas, o que favorece seu uso em processos de

biorremediagdo que envolvam remogao e recuperagdo de metais.

5.3 Determinacio do pH durante o desenvolvimento de Pleurotus sajor-caju em meio

liquido
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Durante a realizagdo dos estudos sobre a capacidade de biosor¢do de metais pela
massa micelial de P. sajor-caju desenvolvida em cultivo liquido, inicialmente foram feitas
analises de pH nos diferentes ensaios nos quais ocorreu a adicao de solug¢des de sulfato de
zinco, sulfato de cobre II, sulfato de ferro II e sulfato de aluminio. As medidas de pH o
foram realizadas para cada ensaio, no momento da adi¢do das respectivas solugdes de
sulfatos ao meio de cultivo, indicadas como tempo zero, ¢ aos 7, 14 e 21 dias de o
desenvolvimento fungico.

A Figura 14 representa a variagdo do pH e os valores obtidos nos diferentes ensaios
nos quais foram adicionados metais, quando comparados ao controle. Todos os meios,
independentemente do tipo de sulfato adicionado, apresentaram uma diminui¢ao do pH no

14° dia de cultivo e patamares semelhantes de pH no 21° de cultivo, chegando a valores

proximos aqueles obtidos no controle na mesma etapa de desenvolvimento.
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6.5 //I\\ - - -1 o
S N Bt -1 Znso,
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Figura 14. Variagdo do pH em meio de cultivo liquido de Pleurotus sajor-caju, no tempo
zero e aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento.

a- Variacdo do pH em meio controle e em meios com sulfato de cobre II e sulfato de
Zinco.
b- Variagdo do pH em meio controle ¢ em meios com sulfato de ferro II e sulfato de
aluminio.
Santhiya & Ting (2006) observaram que durante a fase inicial de crescimento de
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linhagens do fungo Aspergillus niger, adaptadas ao Mo, Ni e Al, houve um decréscimo do
pH do meio de cultivo, devido a presenga de metabdlitos excretados pelo fungo, entre os
quais incluem-se protons e acidos organicos, como acido citrico, oxalico e glucénico. O
pH da cultura adaptada a Ni, Mo e Al decresceu rapidamente de 5,5 a 2,73 em dois dias e
manteve-se relativamente constante depois de 25 dias, indicando crescimento moderado.
Todas a linhagens adaptadas, exceto a adaptada somente a aluminio, excretaram altas
quantidades de 4acido oxalicos, quando comparadas com as linhagens ndo adaptadas. O tipo
e a concentracao dos acidos organicos excretados por A. niger foi dependente da presenca
de certos metais pesados e elementos trago e originaram um decréscimo do pH,

manifestado durante o crescimento fingico.
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Em alguns estudos foi constatada que a remog¢do de cobre por Penicillium
spinulosum decresce, com o decréscimo do pH; a biosor¢do de Pb, Cd, Ni and Zn por
Penicillium digitatum foi fortemente inibida em pH menor que 3,0; a biosor¢do de zinco
por Saccharomyces cerevisiae ocorreu em pH acima de 4,0 (Galun et al. 1983 apud Yan &

Viraraghavan, 2003).

Celaya et al. (2000) ao realizarem estudos sobre a capacidade de biosor¢ao de zinco
por Thiobacillus ferrooxidans observaram que o pH da solucdo tem efeito marcante na
capacidade de biosor¢do de zinco adicionado na forma de Zn(ClO,),, principalmente
devido a protonizagdo que ocorre a valores baixos de pH e ao efeito que isso origina na
quimica da solugdo. Constataram que a capacidade de adsor¢ao ¢ aumentada quando o pH
chega a valores proximos a 6,0.
Baldrian (2003) observou através de microscopia eletronica, que os fungos da
podridao branca, como os do género Pleurotus sp., apresentam grande capacidade de 7
assimilacdo de cobre, que ¢ atribuida a diferentes mecanismos, entre eles, a adsor¢ao de

pequenos coldides de hidroxido de cobre formados ao redor do pH 6,0 o que indica o efeito

do pH na adsor¢do do metal.
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Figura 15. Variagao do pH em meio de cultivo liquido de Pleurotus sajor-caju, no tempo
zero e aos 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento.

a- Variagao do pH em meio controle € em meios com sulfato de cromo III e sulfato de
niquel II.
b- Variagdo do pH em meio controle e nos meios ‘Td1’ e “Td2’.
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A Figura 15 representa a variacdo do pH nos meios de cultivo aos quais foram
adicionados em cada ensaio separadamente, solugdes de sulfato de cromo III, sulfato de

niquel II, ‘Td1’ que representa a mescla de todos os metais na concentragao final de
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30mg.100mL" em cada meio de cultivo e ‘Td2’ que representa meios aos quais foram
adiconados a mescla de metais na concentragdo final de 60mg.100mL".

Pode-se constatar ao se analisar a Figura 15, que todos os meios aos quais foram
adicionados metais apresentaram aumento de pH nos 7 dias iniciais e decréscimo do
mesmo no 14° dia de cultivo, comportamento semelhante ao observado nos demais ensaios
representados na Figura 14, mas comportamento contrario ao observado para o controle no
qual ndo foram feitas adicdes de metais. Ao final dos 21 dias de cultivo, tanto o controle
como os demais ensaios com metais, apresentaram aumento do pH. Segundo Yan &
Viraraghavan (2003), o aumento final de pH nas solugdes nas quais estdo presentes metais,
pode ser devido a adsorcdo de ions de hidrogénio da solugdo aquosa pela biomassa fingica
ou neutralizag¢do de ions H" com OH™ liberado da biomassa.

Deng & Ting (2005b) em estudos sobre a capacidade de biosor¢do de Cr™ por
Penicillium chrysogenum verificaram a presenca de Cr™ na superficie da biomassa em uma
faixa de pH de 2,5 até 10,5, sugerindo que Cr™ foi reduzido a Cr™ durante o processo de
assimilagdo do metal. As analises por eles realizadas indicaram que a reagdes de redox
ocorreram na superficie da biomassa e, dependendo do pH do meio, os ions Cr™ foram
liberados na solu¢do ou adsorvidos pela biomassa.

No presente estudo a maior biosor¢do de cromo (III) ocorreu nos 7 dias iniciais de
desenvolvimento, que coincidiram com o periodo em que o pH do meio de cultivo esteve
em valores médios de 4,7. Este dado ¢ corroborado por Chen et al. (2006) que ao
aplicarem os sub-produtos do cultivo do basidiomicete Lentinus edodes como biosorvente
para cromo constataram que a maior biosor¢ao de cromo, ocorreu em um pH ao redor de

4,0.
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Para niquel, o periodo de desenvolvimento (14° dia de cultivo) que correspondeu a
um menor pH (média de 5,85), foi contrariamente o de maior biosor¢do do metal. Em
estudos sobre a capacidade de biosor¢do de chumbo, cadmio, niquel e zinco pela biomassa
viva ou morta do fungo Mucor rouxii tratada com NaOH, Yan & Viraraghavan (2003)
observaram que no caso da biomassa morta, um pH baixo resulta em decréscimo da
capacidade de biosor¢ao. Em um pH 2,0 ou menor, ocorre a inibi¢do da biosor¢ao dos ions
metalicos estudados, exceto para niquel; em um pH 4,0 ou superior, a biosor¢do dos ions
metalicos cresce rapidamente e em pH acima de 5,0 a biosor¢ao manteve-se relativamente

constante.

Estudos sobre a capacidade de biosor¢cdo da alga Oscillatoria angustissima na
presenga de zinco, cobalto e cobre, constataram que as interagdes entre metais podem ser
estudadas em um pH mais baixo, entre 4,0-5,0 o que facilitaria a disponibilidade adequada
de ions metalicos (Mohapatra & Gupta, 2005).

De acordo com Kapoor et al. (1999) as superficies microbianas normalmente sao
negativamente carregadas (em pH entre 3-6), pela ioniza¢do de grupos funcionais o que
contribui para a ligacdo dos metais. Em um pH mais baixo, ocorre a protonagao dos sitios
de ligacdo existentes e alguns grupos funcionais podem ser positivamente carregados ou
terem a intensidade da carga negativa reduzida e ndo interagirem com os ions de metal.
Assim, cada microrganismo apresenta caracteristicas proprias de biosor¢do, para cada
metal presente no meio de cultivo, sendo que estes por suas caracteristicas de solubilidade
quimica tém diferentes valores de pH 6timo. 7

A sensibilidade de células vivas a pH extremos ou a altas concentragdes de metais e a

necessidade de fornecimento de energia para o metabolismo sdo alguns fatores que podem

restringir o emprego destas células em biorremediacao (Bakkaloglu et al., 1998).
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5.4 Determinacido da biosorcio de metais por Pleurotus sajor-caju em cultivo

solido

Paralelamente aos estudos desenvolvidos em meio liquido, foram realizados estudos
sobre o crescimento e capacidade de biosorcdo de metais de P. sajor-caju em cultivo
solido, pela andlise de teores de metais presentes nos corpos de frutificacdo. Os ensaios
constaram da adi¢do dos metais zinco, ferro, aluminio, cobre, cromo e niquel. Em todos os
ensaios, cada metal foi adicionado isoladamente aos sacos de cultivo contendo 100g (peso
seco) do MCS, na forma de solug¢des de sulfatos, sendo que 30mg do sulfato a ser testado,
foi adicionada a 100mL de agua destilada, e estas solugdes foram mescladas ao meio de
cultivo, constituindo uma concentragio final de 30 mg.100g™.

A Figura 16 representa os diferentes meios de cultivo s6lido em sala de crescimento,

para obtencao dos corpos de frutificacao de Pleurotus sajor-caju.



- 87 -871
76

Figura 16. Meios de cultivo s6lido em sala de crescimento, para desenvolvimento dos

corpos de frutificagdo de Pleurotus sajor-caju.

Para a identificagdo e quantificagdo dos possiveis metais presentes no material
constituinte do MCS, foram feitas amostras da serragem de Pinus spp. (serragem pura-
SP), da serragem de Pinus spp. com a adi¢do de 5% de farelo de trigo e 1% de CaCOs
(Sadigoes) e dos corpos de frutificagdo obtidos do meio MCS, que constituiu o meio
controle, no qual ndo houve adi¢ao de metais. Os dados obtidos, representados na Figura
17, foram comparados com aqueles encontrados nos corpos de frutificagdo de P. sajor-
caju obtidos do controle, e serviram de orientacdo quanto aos valores de metais ja

presentes no meio de cultivo e no controle.
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Figura 17. Quantificacdo dos metais presentes na serragem pura, serragem com adigdes e

controle (corpo de frutificagcdo) de Pleurotus sajor-caju.

SPura: serragem de Pinus spp. sem adi¢des

Sadigdes: serragem de Pinus spp. (94%) com adigdo de farelo de trigo (5%) e CaCOs (1%)

Controle: corpos de frutificagdo obtidos do meio contendo serragem de Pinus spp. (94%), farelo de trigo
(5%) e CaCOs (1%).

De acordo com a Figura 17, os metais aluminio, ferro e zinco foram os unicos que
estiveram presentes na serragem pura (SPura), na serragem com adi¢des e indculo
(SAdigdes) e também nos corpos de frutificagdo obtidos do controle. O cobre foi
encontrado em niveis proximos ao limite de deteccao (LOD) tanto na serragem pura como
na serragem com adicdes, ¢ encontrado em niveis de quantificagdo somente no corpo de
frutificagdo de P. sajor-caju, onde aparece como metal constituinte das enzimas fingicas.

As figuras a seguir indicam o comportamento do fungo perante cada um dos ensaios
feitos com as adigdes de metais, em estagios de desenvolvimento micelial correspondente a
21 dias de cultivo, nos quais foram analisadas as amostras obtidas dos corpos de

frutificagdo do fungo crescido nestas condigdes.
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A andlise da Figura 18, representa os ensaios onde foram adicionados sulfato de
zinco Il e os ensaios nos quais foi adicionado sulfato de cobre II a0 meio de cultivo sélido.
A biosor¢do de zinco corpo de frutificagdo de P. sajor-caju, foi de 0,112 mg.g' de
cogumelo, sendo este valor 14% superior ao encontrado no controle (0,0981 mg.g™).
Quanto ao cobre, a biosor¢do foi de 0,049 mg.g” de cogumelo, que indica um aumento de
biosor¢do superior a 3,6 vezes, quando comparado com o valor presente no controle

(0,0135 mg.g™).
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Figura 18. Biosor¢do de zinco e cobre pelos corpos de frutificacdo de Pleurotus sajor-

caju, obtidos em cultivo sélido com 21 dias de desenvolvimento.

Cont. Zn e Cont. Cu — Referem-se a quantificacdo do metal presente nos corpos de frutificacdo obtidos do
meio controle.
Meios de cultivo com sais metalicos na concentracio final de 30mg.100g™.

A Tabela 10 indica alguns dos elementos presentes nos corpos de frutificagdo de P.
sajor-caju quando adicionado sulfato de zinco e quando adicionado sulfato de cobre II aos

meios de cultivo solido.
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Tabela 10. Concentracdo de metais presentes em corpos de frutificagdo de Pleurotus
sajor-caju crescidos em meios com adicao de sulfato de zinco e em meios com adigdo de

sulfato de cobre II.

Concentrac¢io (mg.g™)
Zinco Cobre
Elementos | Controle 21 dias 21 dias
Zn 0,0981 0,112 0,0278
Cu 0,0135 0,039 0,049
Fe 0,127 1,015 0,053
Cr Zero Zero Zero
Ni LOD LOD Zero
Al 0,201 LOD 0,274
Mn 0,008 0,050 0,018
Na Zero Zero Zero
P 17,84 12,87 12,45
S 2,934 1,235 1,243
K 43,74 44,67 42,15
Ca 1,044 1,246 0,573
Mg 3,093 3,328 2,275

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detec¢@o

Quando analisada a Tabela 10, verifica-se a auséncia do s6dio nos cultivos so6lidos
nas condi¢des estudadas, e a presenca de altos valores de potéassio, inversamente ao que foi
observado em todos os estudos envolvendo cultivos liquidos. Adicionalmente, nos estudos
com sulfato de zinco no meio de cultivo sélido, verifica-se valores superiores ao controle
com relacdo a biosor¢do de cobre, ferro, manganés, potassio, calcio e magnésio, indicando
uma provavel interagdo positiva ou negativa nos processos de biosor¢do destes ions pela
membrana fungica.

Nos meios solidos em que houve a adicdo de sulfato de cobre II (Tabela 10), a
quantidade de zinco biosorvida foi inferior a encontrada no controle; no entanto, nos meios
solidos nos quais foi realizada a adicdo de sulfato de zinco, houve uma biosor¢do de cobre

superior aos valores encontrados no controle. Este comportamento oposto sugere que a
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presenga de zinco no meio de cultivo favorece a biosor¢ao dos ions de cobre pelo corpo de
frutificacdo e que a presenga de cobre adicional, dificulta a biosor¢ao dos ions de zinco. Ha
a possibilidade de que ocorram reagdes que favorecam a incorporacdo do cobre pela
membrana fingica, na medida em que este elemento ¢ indispensavel para a formagao de
enzimas flngicas como as lacases.

Os valores obtidos para calcio, inferiores ao encontrado no controle, reforcam a
hipdtese ja discutida anteriormente para cultivo liquido, de que os ions de cobre e calcio
estejam diretamente envolvidos nos mecanismos de troca idnica que ocorrem na parede da
célula fingica.

Na Figura 19 estio representados os ensaios nos quais houve a adi¢ao de sulfato de
ferro Il ao meio de cultivo e também aqueles ensaios nos quais foi adicionado sulfato de
aluminio ao meio de cultivo. O valor de ferro presente nos corpos de frutificagdo do
controle foi de 0,127 mg.g' e nos corpos de frutificagdo coletados apds 21 dias de
desenvolvimento foi de 0,080 mg.g’, indicando um decréscimo superior a 30% na
biosor¢ao deste metal pelo cogumelo.

Ainda na Figura 19, ao analisar-se o aluminio, observa-se que a biosor¢ao obtida
pelos cogumelos do controle (0,2011 mg.g"), é semelhante a encontrada nos cogumelos
crescidos em meios aos quais foram adicionados sulfato de aluminio (0,2007 mg.g™”),
indicando que a adi¢do do metal ao meio ndo representou uma incorpora¢do do mesmo

pelo corpo de frutificagdo do fungo, como observado também para ferro.
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Figura 19. Biosorcao de ferro e aluminio pelos corpos de frutificagao de Pleurotus sajor-

caju, obtidos em cultivo sélido com 21 dias de desenvolvimento.

Cont. Fe e Cont. Al — Referem-se a quantificacdo do metal presente nos corpos de frutificagdo obtidos do
meio controle.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentracio final de 30mg.100g™.

Os dados representados na Figura 19 sugerem que foi alcangado o limite méximo de
capacidade de biosor¢ao destes metais ja alcangado pelo fungo, devido a presenga de ferro
e aluminio na serragem constituinte do meio de cultivo. Neste caso, o fungo apresentaria
os sitios de ligacdo adequados a estes metais ja previamente preenchidos pelos ions de
ferro e aluminio presentes no meio, de modo que mesmo adi¢des posteriores nao
ocasionaram maior acumulo do metal pelo fungo.

Quando analisados todos os metais presentes no corpo de frutificacdo nos diferentes
estdgios de desenvolvimento fingico, como indicado na Tabela 11, observa-se que nos
meios aos quais foi adicionado sulfato de ferro II, houve uma maior biosor¢do de
manganés e potassio e menor biosor¢do de célcio, quando comparados ao controle. Nos
ensaios nos quais foi empregado sulfato de aluminio, ocorreu um comportamento

semelhante, com uma maior biosor¢do de manganés, potassio, tendo como fator
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diferencial, a presenca de elevadas concentragdes de calcio, em comparagdo ao controle,

indicando uma provavel interacdo positiva entre os ions célcio e os ions de aluminio.

Tabela 11. Concentragdo de metais presentes nos corpos de frutificacdo de Pleurotus
sajor- caju crescidos em meios com adicao de sulfato de ferro Il e em meios com adicao de

sulfato de aluminio.

Concentracio (mg.g”)
Ferro Aluminio
Elementos Controle 21 dias 21 dias
Fe 0,127 0,080 0,068
Al 0,201 LOD 0,2007
Zn 0,0981 0,0259 0,0347
Cu 0,0135 0,0032 LOD
Cr Zero Zero Zero
Ni LOD Zero Zero
Mn 0,008 0,020 0,037
Na Zero Zero Zero
P 17,84 13,89 15,74
S 2,934 1,403 1,461
K 43,74 54,28 4438
Ca 1,044 0,353 1,476
Mg 3,093 2,936 3,141

LOD - Concentragdo proximas ao limites de detecgdo

Quando ¢ realizada a analise comparativa, com relagdo a biosor¢do do potassio,
observa-se que nos cultivos onde sulfato de ferro II foi adicionado, os valores de biosor¢ao
de ferro, foram inferiores aqueles encontrados no controle e a biosor¢do de potassio (54,28
mg.g ™) correspondeu ao valor mais alto ja alcangado, quando comparados todos os cultivos
realizados, como indica a Tabela 11. Deste modo, é provavel que existam interagdes
quimicas opostas com relagdo a biosorcdo de ferro pela membrana fungica, quando na
presenga de potassio, sendo que quantidades mais elevadas deste elemento podem ndo ser

favoraveis a biosor¢ao de ferro.
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A Figura 20 refere-se a biosor¢do de cromo e niquel em cultivo sélido de P. sajor-
caju, em ensaios nos quais aos meios de cultivo foi adicionado sulfato de cromo III e
ensaios nos quais foi adicionado sulfato de niquel II. Com relacdo aos testes realizados que
consideraram os controles, niquel esteve presente nos corpos de frutificacdo em niveis
proximos ao limite de deteccdo; o metal cromo ndo foi encontrado nos corpos de
frutificacdo de P. sajor-caju, em nenhum dos testes realizados que consideraram os

controles.
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Figura 20. Biosor¢do de cromo e niquel pelos corpos de frutificacdo de Pleurotus sajor-

caju, obtidos em cultivo sélido com 21 dias de desenvolvimento.

Cont. Cr e Cont. Ni — Referem-se a quantificagdo do metal presente nos corpos de frutificagdo obtidos do
meio controle.
Meios de cultivo com sais metalicos na concentracio final de 30mg.100g™.

A biosor¢do de cromo pelo corpo de frutificagdo de P. sajor-caju foi de
0,0121mg.g" e de niquel foi de 0,0272 mg.g"', demonstrando uma maior habilidade do
fungo em assimilar niquel, quando comparado ao cromo. Este dado pode indicar que o
fungo tenha tido dificuldades de biosorver o cromo, devido as caracteristicas de

estabilidade do mesmo, quando na forma de cromo III. Segundo Castilhos et al., (2001) o
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cromo na forma trivalente (Cr’*) tem sido considerado um elemento estavel no solo.
Entretanto, alguns estudos com amostras de solos coletadas ¢ mantidas com umidade
natural, indicaram que o Cr’* pode ser oxidado a Cr®*, com permanéncia no solo por longo
periodo de tempo.

A Figura 21 apresenta o corpo de frutificacdo obtido de meio de cultivo sélido ao

qual foi adicionado sulfato de niquel II.

Figura 21. Corpo de frutificacdo de Pleurotus sajor-caju obtido de cultivo sélido com

sulfato de niquel II adicionado ao meio de cultivo.

Os corpos de frutificacdo obtidos dos cultivos nos quais sulfato de niquel II foi
adicionado ao meio de cultivo, além de serem obtidos em pouca quantidade, apresentaram
alteragdes morfologicas (Figura 21) quando comparados aqueles coletados dos meios
controle, sem adi¢des de metais.
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A Tabela 12 representa a biosor¢do de outros elementos quando adicionado aos

meios de cultivo so6lido, sulfato de cromo III e quando adicionado sulfato de niquel II.
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Tabela 12. Concentragdo de metais presentes nos corpos de frutificagdo de Pleurotus
sajor-caju crescidos em meios com adi¢do de sulfato de cromo III € em meios com adig¢ao

de sulfato de niquel II.

Concentrac¢io (mg.g")
Cromo Niquel
Elementos | Controle | 21 dias 21 dias
Cr| Zero 0,0121 LOD
Ni| LOD Zero 0,0272
Zn| 0,0981 0,0364 0,0411
Cu| 0,0135 LOD LOD
Fe| 0,127 0,079 0,094
Al| 0,201 LOD LOD
Mn| 0,008 0,022 0,017
Na Zero Zero Zero
P| 17,84 10,30 8,220
S| 2,934 1,647 1,350
K| 43,74 21,35 19,93
Ca| 1,044 0,425 0,647
Mg| 3,093 1,949 1,915

LOD - Concentragdes proximas ao limite de detecgao.

Todos os elementos analisados apresentaram biosor¢do menor quando comparados
com os valores obtidos no controle, com exce¢do do manganés que se apresentou em
concentragdo superior ao valor do controle. Este comportamento semelhante nos dois
ensaios distintos pode sinalizar que o mesmo tipo de mecanismo quimico esta envolvido
no processo de biosor¢do destes elementos, principalmente quando se considera que ambos
metais ndo sdo encontrados em circunstancias normais no fungo, em nenhum tipo de
cultivo realizado.

Adicionalmente, foram feitos ensaios nos quais o comportamento do fungo crescido
em meio solido, foi observado em dois testes distintos: um teste denominado ‘Td1’ no qual

houve a adi¢do de 5mg de cada um dos sais de metais estudados, em 100mL de 4gua
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destilada, que foi adicionada ao MCS, correspondendo a uma concentracdo final de
30mg.100g" de meio solido; o outro teste foi denominado ‘Td2’ nos quais foram utilizadas
10mg de cada um dos sais de metais estudados, diluidas em 100mL de agua destilada, que
foi adicionada ao MCS, representando uma concentragdo final de 60 mg.100g™" de meio
solido.

Os resultados obtidos apos a realizagao do teste denominado ‘“Td1’ e os respectivos
valores de biosor¢do alcangados pelos corpos de frutificagdo de P. sajor-caju com 21 dias
de desenvolvimento, estdo representados na Figura 22. Da analise dos resultados, constata-
se que houve somente a biosor¢ao dos metais ferro e zinco, sendo que os demais metais
que constituiram as solu¢des adicionadas, a constar, cobre, cromo, niquel e aluminio, ndo
foram encontrados nos corpos de frutificagdo. Este dado indica que em situagdes em que
ha interacdes entre diferentes metais, como na condi¢do estudada, preferencialmente os
metais ferro e zinco sdo assimilados, o que pode ocorrer por diversos mecanismos, entre
eles maior solubilidade destes e/ou maior afinidade com a membrana fingica, a presenga
de aluminio e ferro na serragem constituinte do MCS, interagdes quimicas que podem

potencializar o efeito citotoxico de um metal em relag@o ao outro, entre outras hipdteses.
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Figura 22. Biosorc¢ao de ferro e zinco pelos corpos de frutificacao de Pleurotus sajor-caju,
obtidos em cultivo solido com 21 dias de desenvolvimento, quando da adi¢ao da solugao
‘Td1’.

Cont. Fe e Cont. Zn — Referem-se a quantificagdo do metal presente nos corpos de frutificagdo obtidos do
meio controle.

Meios de cultivo com sais metalicos na concentragdo final de 30mg.100g™", adicionadas a 100g de meio de
cultivo.

Os valores maximos de biosor¢do de ferro e zinco obtidos pelos corpos de
frutificacdo de P. sajor-caju, quando a solugdo ‘Td1’ foi adicionada ao meio de cultivo,
corresponderam, respectivamente, a 0,0656 mg.g™' e 0,0574 mg.g"' e foram inferiores aos
encontrados no controle, que corresponderam a 0,127 mg.g" para ferro € 0,0981 mg.g”
para zinco. Os menores valores de biosor¢do obtidos, em comparacdo aos do controle
podem ser ocasionados pelas caracteristicas dos fungos, que como outros microrganismos
estdo em constante competicdo por nutrientes limitantes, € quando ha uma acumulacdo de
ferro associada a presenga de vestigios de outros metais, esta combinagdo de fatores, torna
a ambos, por suas caracteristicas de solubilidade e redox, relativamente bioindisponiveis e

fortemente citotoxicos (Kosman, 2003).
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Segundo Baldrian et al. (2005) durante o cultivo de Pleurotus ostreatus em palha de
milho nos quais a presen¢a de metais Cu, Mn, Pb, e Zn. foram adicionados ao meio na
concentragdo de 10 p.g-' somente 3-6% (Fe, Pb) ou 30-45% (Cu, Mn, Zn) da quantidade
total adicionada, foi extraivel, e disponibilizada para o fungo. Pleurotus cornucopiae
crescido em meio de cultivo contendo palha de milho suplementada com os metais cddmio
e mercurio, conseguiu translocar para os corpos de frutificacdo cerca de 3,5% de Cd e 12%
Hg. A quantidade de translocacdo de Cd e Hg pelo micélio de Agrocybe aegerita decresceu
com o aumento da concentragdo de metais, devido provavelmente a toxicidade ocasionada
pela presenca destes nos meios de cultivo.

A Tabela 13 representa a biosor¢ao de outros elementos, pelo corpo de frutificacao
de P. sajor-caju, em meios aos quais todos os sulfatos foram adicionados simultaneamente,
e sua comparagdo com o controle.

Com relag@o ao contetdo de zinco, tem sido relatado que ele se apresenta em maior
concentracdo em areas ndo poluidas comparadas a areas poluidas, isto deve-se ao fato do
zinco ser um elemento biogénico e transportado facilmente na forma do cation bivalente,
desde o micélio fungico até os corpos de frutificacdo, onde ¢é preferencialmente conectado
aos sitios de ligacao flingico, mas, no decorrer do tempo de exposi¢do, pode ser substituido

por outros metais (Curkova et al., 2004).
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Tabela 13. Concentracdo de metais presentes em corpos de frutificagdo de Pleurotus

sajor-caju crescidos em meios com adi¢do da solucdo ‘Td1’ na concentracdo final de

30mg.100g™.

Concentracio (mg.g")

Td1

Elementos Controle 21 dias
Cr Zero Zero
Ni LOD LOD
Fe 0,127 0,066

Zn 0,0981 0,0574
Cu 0,0135 LOD
Al 0,201 LOD
Mn 0,008 0,015
Na Zero LOD
P 17,84 12,38
S 2,934 1,980
K 43,74 31,77
Ca 1,044 0,148
Mg 3,093 1,866

LOD - Concentragdes proximas ao limite de detecg@o.

Nos meios de cultivo aos quais os metais foram adicionados simultaneamente, houve

uma diminui¢do da biosor¢ao de todos os elementos biosorvidos, quando estes valores sao

comparados aos representados pelo controle (Tabela 13), indicando uma provavel inibigao

causada pela presenca de todos os metais associados. Destaca-se que em todos os estudos

realizados envolvendo o cultivo soélido, em nenhum deles foi constatada a letalidade das

adi¢oes para o fungo, na medida em que mesmo em condi¢cdes em que o crescimento foi

inibido, houve a obtenc¢ao de corpos de frutificagdo do P. sajor-caju.

O outro ensaio realizado, denominado ‘Td2’, também apresentou resultados

semelhantes aos obtidos anteriormente no teste denominado ‘Td1’°. A Figura 23 representa

os resultados deste teste com a respectiva biosor¢ao alcangada pelo corpo de frutificagao

de P. sajor-caju, e constata-se que novamente, como representado na Figura 22, houve
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biosor¢do somente dos metais ferro e zinco, sendo que os demais metais que constituiram
as solu¢des adicionadas, ndo foram encontrados nos corpos de frutificagdo, corroborando a
hipotese de que preferencialmente, os metais ferro e zinco sdo assimilados quando em
agregados em solu¢des que contenham aluminio, cobre, cromo ou niquel, como na

condigao estudada.
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Figura 23. Biosor¢ao de ferro e zinco pelos corpos de frutificagdo de Pleurotus sajor-caju,
obtidos em cultivo sélido com 21 dias de desenvolvimento, quando da adi¢do da solucao
‘Td2’.

Cont. Fe e Cont. Zn — Referem-se a quantificagdo do metal presente nos corpos de frutificagdo obtidos do
meio controle.

Meios de cultivo com sais metalicos contendo a solugdo ‘Td2’ contituida de todos os metais na concentragao
final de 60mg.100g™".

Os valores méaximos de biosor¢do de ferro e zinco quando o ensaio denominado
‘Td2’ foi realizado, corresponderam respectivamente, a 0,0608 mg.g” ¢ 0,0636 mg.g”,
sendo estes valores bastante proximos aos obtidos quando realizado o teste denominado
‘Td1’, representado na Figura 18. Este dado indica que se por um lado, a solugdo

denominada ‘Td2’, constituida por concentracdes duas vezes superior as anteriormente
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empregadas, ndo promoveu um aumento na biosor¢do fungica, tampouco ocasionou uma

letalidade que impedisse a formagao dos corpos de frutificagdo de P. sajor-caju.

Tabela 14. Concentracdo de metais presentes em corpos de frutificagdo de Pleurotus
sajor-caju crescidos em ensaios denominado ‘Td2’ com todos os sulfatos testados na

concentragdo final de 60mg.100g™.

Concentrag¢io (mg.g™)
Td2

Elementos Controle 21 dias
Cr Zero Zero
Ni LOD LOD

Fe 0,127 0,0608

7n 0,0981 0,0636
Cu 0,0135 LOD
Al 0,201 LOD
Mn 0,008 0,012
Na Zero LOD
P 17,84 11,17

S 2,934 1,964
K 43,74 22,66
Ca 1,044 0,149
Mg 3,093 1,609

LOD — Concentragdes proximas ao limite de detecgéo.

Comparando-se os dados obtidos na Tabela 13 como os da Tabela 14, observa-se que
os valores de biosor¢ao foram semelhantes nos dois ensaios realizados, no entanto, o0s
valores de potassio apresentaram uma diminuicao significativa no ensaio ‘Td2’, novamente
corroborando a hipdtese de comportamento semelhante quando da adicdo conjunta de
todos os sais metalicos, mesmo que estas estejam em concentragdes distintas. Tanto no
ensaio ‘Td1’, como no ensaio ‘Td2’, os valores de biosor¢do encontrados para manganés,

foram superiores ao obtidos para o controle.
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Baldrian (2003) em experimentos usando os isotopos radioativos '”Cd e **Hg
observou que os corpos de frutificagdo do fungo comunicam-se com seu meio de cultivo.
A comunicacdo entre os corpos de frutificacdo e os meios de cultivo, ocorre em ambas
dire¢des, como constatado para os metais aplicados nos corpos de frutificagdo de Agrocybe
aegerita que foram parcialmente translocados para os meios de cultivo (palha de milho)
em varias colheitas consecutivas. A sensibilidade dos corpos de frutificagdo a presenca de
metais, difere de espécie para espécie, sendo que Agrocybe perfecta nao produz corpos de
frutificacdo durante o crescimento em palha de milho com a concentragdo de cddmio de
0,05-ImM. A intera¢do do fungo com os metais pesados, causou severas modificagdes nos
processos fisioldgicos, entretanto o fungo desenvolveu ativos mecanismos de defesa para
aliviar a toxicidade de metais.

A concentrac¢do inicial de metais e outros fatores como tempo de contato, dosagem de
biomassa, temperatura ¢ pH, podem influenciar a biosor¢do de metais por fungos. A
aparente falta de correlagdo entre a tolerancia e a biosor¢do de metais por biomassas vivas
ou ndo-vivas, pode ocorrer devido as diferencas nos mecanismos de resisténcia, os quais

podem nao estar ligados com os de biosor¢do (Zafar et al., 2007).

5.5 Capacidade de biosorcio de Pleurotus sajor-caju em cultivo liquido, perante

adicio de metais em diferentes estagios de crescimento fiingico

Para ser testada a capacidade de crescimento e biosor¢do de P. sajor-caju
quando os metais sdo adicionados em diferentes etapas de desenvolvimento, foram
realizados ensaios nos quais os metais foram adicionados ap6s o 7° dia de desenvolvimento

fangico em meio de cultivo liquido. Os resultados obtidos foram comparados com os
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resultados dos demais ensaios realizados que sempre se caracterizaram pela adicdo dos
metais no momento da inoculacdo do fungo ao meio de cultivo liquido. Os metais testados
nestas condi¢des foram empregados na forma de sulfatos de cobre II, aluminio, ferro II e
zinco e a Tabela 15 apresenta os resultados comparativos destes ensaios.

Na Tabela 15 estdo simbolizadas a biosor¢ao de cobre, aluminio, ferro ¢ zinco nos
ensaios nos quais as solu¢des dos metais foram adicionadas ao meio de cultivo liquido no
momento da inoculagdo do fungo (14a e 21a) e ap6s 7 dias da realizacdo do indculo
fungico (14d e 21d); também estdo representados para fins comparativos, as concentragdes
dos metais presente nos controles liquido e nos cultivos sélidos com 21 dias de

desenvolvimento.

Tabela 15. Comparacgdo entre as diferentes condigdes de cultivo e a biosor¢ao dos metais

cobre, aluminio, ferro e zinco, por Pleurotus sajor-caju.

Cultivo Liquido (Biosor¢io em mg.g™) Cultivo Sélido

(Biosorcio mg.g™")

Metais Controle | 7 dias 14 dias | 14 dias 21dias | 21 dias | Controle | 21 dias

(sulfatos) (a) (d) (a) (d)

Cobre 0,012 0,835 3,609 16,04 10,50 1,26 0,014 0,049

Aluminio 2,006 8,666 7,969 13,79 18,63 23,20 0,201 0,201

Ferro 0,262 20,453 | 2,275 26,46 2,77 27,37 0,127 0,080

Zinco 0,045 - 29,14 40,76 5,73 - 0,098 0,112

(a) adicdo da solucdo dos metais simultanea a inoculagdo fungica.
(d) adicdo da solugdo dos metais 7 dias apos a inoculagdo fungica.

Constata-se que nos ensaios nos quais o sulfato de cobre II foi adicionado no
momento da inoculagdo do fungo (14a) houve uma menor biosor¢do do metal em
comparagdo com os cultivos nos quais ele foi adicionado 7 dias apo6s a realizagdo do
inoculo fingico (14d). Quando analisados todos os testes realizados nas diferentes

condi¢des estudadas, verifica-se que aquele em que sulfato de cobre II esteve presente, foi
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0 unico em que houve maior biosor¢ao de um metal adicionado no momento da inoculagao
(21a: 10,50 mg.g™") em comparagdo com o mesmo periodo de tempo (21d). Este dado pode
indicar que ocorreu lise celular de algumas células fungicas, na medida em que em uma
etapa anterior de desenvolvimento (14d: 16,04mg.g”') ja havia ocorrido a méaxima
biosor¢do de cobre no cultivo liquido, nas condi¢des de estudo nas quais o sulfato de cobre
II foi adicionado 7 dias apds a inoculagdo fungica.

Santhiya & Ting (2006) relatam que o micélio degradado naturalmente (por autdlise),
ou artificialmente (por calor ou por trituragdo) exibe altos niveis de biosor¢do de metais,
provavelmente como uma conseqiiéncia da disponibilidade de uma maior superficie de
contato e da destruicio das membranas das células, resultando na exposicdo de
componentes intracelulares e sitios de ligacdo existentes na superficie destes componentes.

A comparacdo entre as distintas condi¢des de cultivo testadas e a biosor¢do de
aluminio por P. sajor-caju também estd representada na Tabela 15, e observa-se que a
biosor¢ao de aluminio foi menor tanto no 14° (14a) como no 21° dia de desenvolvimento
(21a), em condigdes de cultivo liquido nas quais a realizacdo do inéculo e a adigdo do
sulfato de aluminio foram simultaneas.

Nos demais testes representados na Tabela 15, referentes ao sulfato de aluminio,
observa-se também que os dados obtidos de biosor¢do de aluminio foram superiores nos
cultivos liquidos em relagdo a qualquer condi¢do testada quando estas foram comparadas
com os cultivos sélidos.

Os dados referentes a biosor¢ao de ferro nas diferentes condi¢des de cultivo, também
estdo indicados na Tabela 15. O fungo apresentou melhor condi¢do de biosorver o metal
quando este foi adicionado ao meio de cultivo 7 dias ap6s o desenvolvimento do indculo,

pois no 14° (14d) e 21° dia de desenvolvimento (21d) , os valores de biosor¢ao de ferro
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foram respectivamente de 26,46 mg.g” ¢ 27,37 mg.g', sendo 3,5 vezes superiores aqueles
obtidos na mesma etapa de crescimento, mas com a adicdo do metal feita no momento da
inoculacado fungica.

A biosor¢do de zinco também esta representada na Tabela 15 e quando comparada a
adi¢do do sulfato de zinco no momento da inoculacdo fingica observa-se que esta foi
menos efetiva em termos de biosor¢do do metal do que aquela em que os ensaios foram
feitos com a adi¢ao do metal 7 dias apds o desenvolvimento fiingico.

Os dados obtidos sugerem que no caso da utilizagdo de P. sajor-caju em condig¢des
ambientais nas quais o cobre, aluminio, ferro ou zinco estejam presentes como
contaminantes do meio liquido, seria indicado que o fungo passasse por um periodo prévio
de crescimento sem a presenca do metal, para posteriormente ser empregado no meio onde
o metal estivesse presente. Neste caso, a presenca de um in6culo mais desenvolvido,
resultaria em uma biosorcdo mais efetiva, considerando-se os diferentes tempos de
biosor¢do maxima obtidos para cada metal.

A Figura 24 refere-se a variacdo do pH dos ensaios nos quais os metais foram
adicionados no 7° dia de desenvolvimento. A medida do pH do tempo zero até o 7° dia
coincide com os dados do controle, porque todos os frascos continham o mesmo MCL,
sem a adicdao dos metais e, portanto, todos apresentavam a mesma composicao quimica de
meio, até o 7° dia de desenvolvimento, sendo que a andlise do pH do 7° dia, foi realizada
imediatamente antes da adi¢do dos metais. A partir de entdo, alguns dos ensaios
apresentavam os metais no MCL e outros continuaram sem a adi¢do dos metais,

constituindo o controle.
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Figura 24. Variacao do pH em meio de cultivo liquido de Pleurotus sajor-caju crescido

em cultivo liquido, com adi¢ao de metais no 7° dia de desenvolvimento.

a- Variacao do pH em meio controle e em meios com sulfato de cobre II e sulfato de zinco.
b- Variagdo do pH em meio controle e em meios com sulfato de ferro II e sulfato de

aluminio.

Comparando-se os valores de pH obtidos nos ensaios nos quais os metais foram

adicionados no momento do inoculo (Figura 14) com valores dos ensaios nos quais 0s
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metais foram adicionados ao meio de cultivo no 7° dia de desenvolvimento (Figura 24),
constata-se que a adicdo dos metais no primeiro ensaio (Figura 14), levando em
considerag¢do um periodo de tempo de 7 dias ap0s esta adi¢ao, em geral ocasionou aumento
do pH (CuSOs, AL (SOs4); € ZnSO.) ou leve declinio do pH (FeSO.), ao contrario do
observado na Figura 20, quando levado em conta um periodo de 7 dias apds a adi¢do dos
metais (correspondente ao 14° de desenvolvimento), houve um decréscimo acentuado de
pH, inclusive com valores inferiores ao pH 3,5, em todos os ensaios observados com
excecao do controle.

Este dado pode ser relevante na medida que considerarmos que a adi¢do de metais,
realizada em uma etapa de mais avancada de desenvolvimento fungico, gerou um
decréscimo significativo do pH, o que pode ter sido causado por maior solubilidade dos
ions com conseqliente maior disponibilidade dos mesmos para o fungo. Este conjunto de
fatores pode ter contribuido para obtengdo de valores superiores de biosor¢do flingica
(Tabela 15), quando comparados com os demais ensaios realizados, nos quais a adi¢ao de
metais foi simultanea a inoculagdo fungica.

Gabriel et al. (2001) observaram que o pH 6timo para biosor¢do de cobre,
adicionados ao meio de cultivo dos basidiomicetes Pycnoporus cinnabarinus € Pleurotus
ostreatus, na forma de CuSO,.7 H,O (100mg.L"), situa-se entre 3,5 e 4,0, com uma

biosor¢do maxima destes elementos pelos fungos, respectivamente de, 5.08 mg.g™' e 4,77

1

mg.g”.

Coincidentemente, tanto os ensaios representados na Figura 14 como os da Figura 24,
indicam que aos 21 dias de desenvolvimento, os valores de pH ficaram préximos a 6,0,
independentemente de todas as varidveis constantes em cada ensaio, o que pode indicar a

atuagdo conjunta de mecanismos distintos, como a diminuicdo de ions metélicos
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disponiveis na solugdo, pela efetividade da biosor¢do fingica, bem como uma menor
excrecdo de acidos organicos pelo fungo, na medida em que os ions de metais sdo
biosorvidos, o que originaria um aumento do pH.

Quando sdao comparados os valores assimilacdo da massa micelial, obtidos em todos
os ensaios realizados em cultivo liquido, constata-se que sempre ocorreu uma biosor¢ao
mais elevada neste tipo de cultivo em todas as condic¢des testadas em relacdo aquelas nas
quais o fungo foi crescido em meio solido. H& a possibilidade de que este dado também
indique que em cultivo liquido a adaptacdo flingica ocorre mais facilmente, principalmente
porque nas condigdes de cultivo liquido a interferéncia de fatores externos pode ser
monitorada, bem como a adicdo de outros nutrientes além dos ja presentes no meio de
cultivo, o que possibilita um controle mais efetivo dos processos a serem estudados.

Em estudos feitos com o cultivo liquido de Pleurotus ostreatus na presenca de Cd,
Cu, Pb e Zn, constatou-se que o contetido real de metais encontrados nos ‘pellets’ ¢ varias
vezes superior aqueles encontrados nos corpos de frutificagdo do fungo. A média das
concentragdes de metais pesados encontradas nos corpos de frutificagdo de diferentes
espécies variou de acordo com a espécie selecionada, mas em geral, para cobre, as
concentragdes variam de 1-10 pug g”' (Curkova et al., 2004).

A possibilidade de uma distribui¢do desigual dos metais contidos nas solugdes
adicionadas ao cultivo so6lido, também pode levar a formacdo do corpo de frutificacdo em
um local do meio de cultivo no qual houve um crescimento micelial mais rapido devido a
uma menor concentracdo de metais neste dado local. Assim, o fungo pode
preferencialmente, inclusive por questdes relativas a toxicidade celular causada pela
presenga dos metais, realizar primeiramente a coloniza¢do de areas onde estes estejam

menos concentrados e depois partirem para colonizacdo de areas de maior concentragdo
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metalica. De acordo com os estudos realizados por Fomina et al (2003) solos
contaminados com metal, freqlientemente contém uma distribui¢do heterogénea da
concentracdo de metal e a habilidade do fungo de colonizar tais areas contaminadas, pode
ser influenciada pela disponibilidade das fontes nutricionais, como fonte de carbono
disponivel.

Os dados obtidos podem servir na definicdo de uma estratégia de tratamento de
biorremediagdo a ser aplicada em condi¢des de contaminagdo ambiental, onde tais metais
encontrem-se presentes em meio liquido ou em meio s6lido. Como parte da estratégia a ser
aplicada ¢ necessario levar em consideracdo as caracteristicas de biosor¢do do fungo,
perante cada metal eventualmente presente no local contaminado, o que indicara se sera
mais efetiva a inoculagdo do fungo simultanea a adi¢do dos metais ou se um periodo prévio
de crescimento fungico seguido da adi¢ao dos metais, ¢ mais indicado para obtencao de um
processo mais efetivo de biosorcdo por P. sajor-caju. Deste modo verifica-se que a
utilizacdo da massa micelial de P. sajor-caju é indicada para a biosor¢do de metais como

cobre, zinco, ferro, aluminio, cromo e niquel, presentes nos distintos meios liquidos.

5.6 Determinacio da atividade enzimatica em meio solido perante a adicdo das

solucoes de metais

Os resultados a seguir referem-se a andlise da secrecdo das enzimas lacases e
manganés peroxidases em relagdo aos diferentes ensaios realizados nos cultivos sélidos,
aos quais foram adicionados os sulfatos de cobre, zinco, ferro e aluminio em solugdes de
30mg do metal a ser estudado diluidos em 100 mL de 4gua destilada e agregados ao meio

MCS, constituindo uma concentragdo final de 30mg.100g™".
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A quantificacdo de lacases liberadas nos diferentes tratamentos apds 7, 14 e 21 dias
de cultivo so6lido, mostrou-se claramente variavel (Figura 25). Verifica-se que na fase
inicial de desenvolvimento, correspondente a 7 dias de cultivo, o controle apresentou
maior producdo de lacases em um curto periodo de tempo, indicando uma provavel
inibicdo inicial da producdo, pelos metais presentes no meio de cultivo. Quando o
desenvolvimento micelial chegou ao 21° dia, houve um aumento da producdo enzimatica
em todos os meios onde foram adicionados os metais € a manutencdo da producao

enzimatica pelo controle em patamares proximos aos observados nas outras etapas de

desenvolvimento.
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Figura 25. Atividade de lacases em meios contendo metais apds 7, 14 e 21 dias de

cultivo.

Os extratos enzimaticos dos tratamentos foram obtidos de 25g de massa imida em 50mL de agua destilada
submetidos a 30 minutos em agitacao.

Hatvani & Mécs (2003) observaram que a atividade de lacases de Lentinula edodes

‘in vitro’ foi inibida em 50% em concentra¢des de 1,4 uM de FeCl,-4H,O. Outros metais
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como adicionados como CoSO,7H,O, CuCl,-2H,O, MnSO4H,O e ZnSO,7H,O, nio
inibiram a atividade da enzima em concentra¢cdes de at¢ 3 mM e, ao contrario do
observado para ferro, a adicdo dos sais de metais investigados, aumentou a produgdo de

lacases.

A maior produgdo de lacases nos meios onde foram adicionados metais, em uma
etapa mais longa de desenvolvimento, pode indicar uma resposta adaptativa do fungo as
altas concentragdes de metais. Segundo Galhaup & Haltrich (2001), o basidiomicete
Trametes pubescens MB 89 apresentou estimula¢do na formagdo de lacases quando Cu*™
foi usado em um meio de cultura simples em concentragdes 1,5-2,0 mM. Os valores de
maxima atividade, foram obtidos com a suplementacdo de cobre durante a fase
exponencial de crescimento sendo que em adigdes realizadas durante a fase estacionaria,
houve acentuada reducdo na produtividade de lacases. Estudos realizados por Baldrian et
al. (2005) constataram que a atividade de lacases em meios de cultivo sélido de Pleurotus
ostreatus, nos quais foram adicionados Cu, Mn, Pb e Zn , foi aumentada em todos os
meios, para todos os metais testados.

Os efeitos positivos de Hg, Cd, e Cu na atividade de lacases tém sido relatados e no
caso do cobre especificamente, ocorreu ndo somente o aumento da secre¢do de lacases,
mas houve também um efeito de estabilizacdo das mesmas pela acdo do metal. A presenga
de cobre induziu a transcricdo do gene de lacases e afetou positivamente a atividade e
estabilidade das enzimas. Os efeitos de outros metais pesados, necessitam ser esclarecidos.
Os resultados deste estudo sugerem que sais de metais pesados podem ser usados para
melhorar a produgdo e estabilizacdo de enzimas durante a producdo de lacases em larga

escala e para aplicacdes biotecnoldgicas das mesmas (Hatvani & Mécs, 2003).

101
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A Figura 26 representa diferentes estdgios de desenvolvimento de P. sajor-caju
crescido em meios so6lidos, aos quais foram adicionados isoladamente, sais de cobre, zinco,
ferro e aluminio, e a atividade de manganés peroxidases em resposta as distintas variagdes
dos meios de cultivo.

A analise da Figura 26, indica uma alta secre¢do de MnP no meio de cultivo ao qual
foi adicionado sulfato de aluminio, em uma etapa inicial de desenvolvimento
correspondente aos 7 dias de cultivo. Durante as etapas posteriores de desenvolvimento,
todos os meios aos quais foram adicionados os demais sais com metais, apresentaram
secrecao de MnP altamente superior aquelas encontradas no controle, indicando que a
presenga dos metais nas concentracdes empregadas, foram favoraveis a secre¢do de MnP

em todas as etapas de desenvolvimento.
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Figura 26. Atividade de manganés peroxidases em meios contendo metais apds 7, 14 e 21
dias de cultivo.

Os extratos enzimaticos dos tratamentos foram obtidos de 25g de massa imida em 50mL de agua destilada
submetidos a 30 minutos em agitacao.

102
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Rogalski et al. (2006) ao realizarem estudos da produ¢do de MnP em cultivo liquido
com o basiodiomicete Nematoloma frowardii indicaram que aeragdo, baixa concentracao
de nitrogénio ao meio e concentragio de 2mM de Mn*, sdo fatores que aumentam a
produtividade de MnP no processo fermentativo. No entanto, ndo foram encontrados dados
na literatura relativos ao aumento de produgdo de MnP em cultivo sélido de P. sajor-caju,
nos quais solucdes de metais foram adiconadas ao meio de cultivo.

Hatvani & Mécs (2003) observaram que metais pesados como Zn, Cu, Fe e Cd,
inibiram a produ¢do de MnP e a descolorizagdo de corantes por L. edodes crescido em
meio solido. Adicionalmente com excessdo de cadmio e ferro, a atividade de MnP ‘in
vitro’ fol muito tolerante a altos niveis dos metais pesados testados. A atividade de MnP
‘in vitro’ foi sensivel a Cd e Fe, nas concentragdes de 0,23 mM e 0,13 mM
respectivamente, e causaram 50% de inibi¢do da produgdo enzimatica. Os outros metais
pesados nao inibiram a ativacdo da enzima em concentracdes de até 3mM.

Para corroborar os dados que constituiram a Figuras 25 e a Figura 26, foi contruida a
Tabela 16, que representa os dados dos controles, comparados com os tratamentos

realizados, nas diferentes etapas de cultivo, tamto para a atividade de lacases como para

manganés peroxidases. Os dados apresentados indicam quais tratamentos que

apresentaram ou nao apresentaram diferenca significativa para p<0,05.
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Tabela 16. Analise estatistica dos dados que constituiram a Figura 25 e Figura 26.

Lacases (Figura 25) Manganés Peroxidases (Figura 26)
Dias de Tratamentos Significancia | Dias de Tratamentos Significancia
Cultivo (r) Cultivo (r)
7 Controle | CuSO, 0918 7 Controle | CuSO4 0,834
Controle | ZnSO4 0,920 Controle | ZnSO, 0,825
Controle | FeSO, 0,972 Controle | FeSO, 0,752
Controle | AL(SO4); 0,946 Controle | AL(SO4); 0,973
14 Controle | CuSO4 0,839 14 Controle | CuSO4 0,949
Controle | ZnSO4 0,402* Controle | ZnSO, 0,986
Controle | FeSO, 0,246* Controle | FeSO, 0,921
COIltI'OlC Alz(SO4)3 0,867 Controle Alz(SO4)3 0,854
21 Controle | CuSO, 0,677 21 Controle | CuSO4 0,929
Controle | ZnSOy4 0,724 Controle | ZnSO, 0,985
Controle | FeSO, 0,879 Controle | FeSO, 0,954
Controle | AL(SO4); 0,827 Controle | AL(SO.); 0,978

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca significativa para p<0,05.
Demais tratamentos apresentam diferenca significativa.

Em uma etapa posterior dos estudos, conforme indicado na Figura 27, foram
realizados ensaios com sulfato de cromo III, sulfato de niquel, todos os sais associados em

outros dois ensaios, o denominado ‘Td1’, com concentragdo final de 30mg.g" e o ‘Td2’,
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utilizando todos os sais associados, mesclados ao meio de cultivo so6lido em uma

concentragdo final de 60mg.100g™.
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Figura 27. Atividade de lacases em meios contendo metais ap6s 7,14 e 21 dias de cultivo.

Os extratos enzimaticos dos tratamentos foram obtidos de 25g de massa imida em 50mL de 4gua destilada
submetidos a 30 minutos em agitacao.

A atividade de lacases em cultivos com 7 dias de desenvolvimento foi altamente
estimulada pela presenga de sais de cromo ao meio, decrescendo posteriormente aos 14
dias de cultivo (Figura 27). Os resultados obtidos indicam que a presenga de sais de cromo
no meio de cultivo, estimula fortemente a producdo de lacases, em um curto periodo de
tempo, quando comparado a adi¢do dos demais sais estudados.

A adicdo de niquel ao meio, promoveu uma secre¢do de lacases estatisticamente
igual ao controle em 7 dias de desenvolvimento, no entanto as adi¢des de todos os metais
agregados nos ensaios ‘Tdl’ e ‘Td2’, mostrou-se inibitoria para a secre¢do de lacases,

considerados os 7 dias de cultivo.
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Figura 28. Atividade de manganés peroxidases em meios contendo metais apos 7, 14 ¢ 21
dias de cultivo.

Os extratos enzimaticos dos tratamentos foram obtidos de 25g de massa imida em 50mL de 4gua destilada
submetidos a 30 minutos em agitagdo.

A atividade de MnP em meios contendo sulfato de cromo III, sulfato de niquel e
todos os metais associados nos ensaios ‘Td1’ e ‘Td2’, esta representada na Figura 24.
Conforme os dados obtidos, a secre¢do de MnP nos meios nos quais cromo e niquel foram
adicionados, em 7 dias de cultivo, foi melhorada quando comparada ao controle. Do
mesmo modo que para a produgdo de lacases (Figura 27), a adi¢do de cromo ao meio de
cultivo promoveu estimulagdo na secre¢do de MnP que atingiu seu &pice em um periodo de
tempo mais longo (21dias). No entanto, os dados obtidos indicam que para uma maior
produtividade de MnP, os sais adicionados no inicio do estudo — sulfatos de cobre, ferro e
aluminio sdo os mais indicados, porque associam vantagens de uma elevada secrecdo
enzimatica, em relagdo a um periodo curto de tempo, correspondente a 14 dias de

desenvolvimento (Figura 26).
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Observa-se que em 14 dias de desenvolvimento (Figura 28), a produgdo de MnP foi
semelhante em todos os meios aos quais foram adicionados sais, produzindo tanto quanto o
controle. Este dado indica que mesmo em altas concentragdes, metais normalmente toxicos
a microrganismos, nao apresentaram efeito letal ao fungo P. sajor-caju, que, nas condi¢des
de estudo, continuou ao longo do tempo de cultivo, secretando MnP.

Para as Figuras 27 e 28 foi constituida a Tabela 17, que representa os dados dos
controles, comparados com os tratamentos realizados, nas diferentes etapas de cultivo,
tamto para a atividade de lacases como para manganés peroxidases. Os dados apresentados
indicam quais tratamentos que apresentaram ou ndo apresentaram diferenca significativa
para p<0,05.

Tabela 17. Analise estatistica dos dados que constituiram a Figura 27 e Figura 28.

Lacases (Figura 27) Manganés Peroxidases (Figura 28)
Dias de Tratamentos Significancia | Dias de Tratamentos Significancia
Cultivo (1) Cultivo (1)
7 Controle | Cr(SO4); 0,707 7 Controle | Cry(SO.); 0,841
Controle | NiSO4 0,102%* Controle | NiSO4 0,904
Controle Tdl1 0,785 Controle Td1 0,510*
Controle Td2 0,939 Controle Td2 0,855
14 Controle | Cr(SO4); 0,944 14 Controle | Cry(SOa4); 0,381*
Controle | NiSO, 0,817 Controle | NiSO, 0,0001*
Controle Tdl 0,735 Controle Tdl 0,577
Controle Td2 0,268* Controle Td2 0,290*
21 Controle | Crx(SO.); 0,070* 21 Controle | Cry(SO4); 0,992
Controle | NiSO4 0,110* Controle | NiSO4 0,959
Controle Tdl1 0,540%* Controle Td1 0,847
Controle Td2 0,433* Controle Td2 0,978
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*Tratamentos que ndo apresentaram diferenga significativa para p<0,05.
Demais tratamentos apresentam diferenca significativa.

108

De acordo com Baldrian (2003) a interacdo de metais pesados com as enzimas
lignoliticas extracelulares como lacases e manganés-peroxidases ¢ importante para o
entendimento da regulacdo dos processos biotecnoldgicos de degradacdo fungica de
xenobioticos.

Os dados de produgdo enzimatica indicam que a adi¢cdo dos metais selecionados aos
meios de cultivo sélido, geraram maior producdo de todas as enzimas, podendo tais dados,
servirem de informagdo para outros estudos que envolvam os mecanismos de biosor¢ao

fungica e a secrecdo enzimatica.
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6. CONCLUSOES

Apos a realizagdo dos ensaios propostos com Pleurotus sajor-caju, € com a andlise
dos resultados obtidos, € possivel concluir que:

- Adigodes de solucdes dos sais sulfato de cobre II, sulfato de aluminio, sulfato de
ferro 11, sulfato de zinco, sulfato de cromo III e sulfato de niquel, ao meio de cultivo
liquido de P. sajur-caju, na concentragdo final de 30mg.100mL™", ndo sdo letais ao fungo e
nem inibitdrias ao seu crescimento. Em algumas das condigdes, as adi¢des inclusive
promoveram desenvolvimento fingico superior ao do controle, no qual ndo estiveram
presentes as solu¢des de metais;

- Adigdes de todos os sais mesclados, em concentragdes de 30mg.100mL™" ¢ de
60mg.100mL"', também ndo foram letais ao fungo crescido em meio liquido;

- O micélio de P. sajor caju, crescido em cultivo liquido, apresentou capacidade

de biosorver os metais estudados, nas distintas concentracdes empregadas, em todos os
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testes realizados. Constatou-se em ensaios com sulfato de zinco e sulfato de cobre II,
valores de biosor¢do, respectivamente, de 650 e 875 vezes superiores ao encontrado no
controle;

- Para cada adicdo realizada no cultivo liquido, a biosor¢ao méaxima alcangada
pelo fungo, ocorreu em periodos diferentes de tempo de cultivos, caracteristico para cada
sal de metal adicionado. Assim, sugere-se que distintas estratégias sejam adotadas, no caso
de tratamentos de biorremedia¢do que envolvam a presenca de tais ions metalicos como

contaminantes;

- A adi¢do de solugdes dos sais sulfato de cobre II, sulfato de aluminio, sulfato de
ferro II, sulfato de zinco, sulfato de cromo III e sulfato de niquel, ao meio de cultivo sélido
de P. sajur-caju, na concentracdo final de 30mg.100g”, ndo foram letais ao fungo, na
medida em que se obteveram os corpos de frutificacdo nos quais foram realizados os testes
de biosorcao destes metais;

- Adigdes de todos os sais mesclados, na concentragio final de 30mg.100g™" e de
60mg.100g™", também ndo foram letais ao fungo crescido em meio sélido;

- Os corpos de frutificacdo, obtidos do cultivo so6lido de P. sajur-caju,
apresentaram biosor¢do de cobre, zinco, cromo e niquel, superior ao controle, no entanto,
ndo apresentaram biosor¢cdo superior ao controle, para os meios nos quais foram
adicionados sulfato de aluminio e sulfato de ferro II;

- A adi¢do das solugdes dos metais, sulfato de zinco, sulfato de aluminio e sulfato
de ferro II, quando realizadas 7 dias apo6s a inoculacdo do fungo no meio de cultivo

liquido, resultou em uma maior biosor¢do dos metais, indicando melhor efetividade da
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biosor¢do quando corre um desenvolvimento prévio do inoculo, antes dos metais serem
agregados ao meio de cultivo liquido.

- A variagao do pH nos meios de cultivo liquido indicou que a maior biosor¢ao
fungica geralmente coincidiu com os menores valores de pH no meio liquido.

- A secregdo das enzimas lacases e manganés peroxidases, ndo foi inibida pela
adi¢do dos sais, em nenhuma das condi¢des estudadas, e ao contrario, algumas delas
promoveram uma acentuada atividade enzimatica;

- O fungo P. sajor-caju, mostrou-se eficiente na biosor¢do de alguns ions
metalicos presentes no meio de cultivo sélido, como cobre, zinco, cromo € niquel;

- O fungo P. sajor-caju, mostrou-se eficiente na remocdo de ions metalicos
presentes em meio liquido, indicada pela capacidade de biosor¢do dos metais estudados,
sendo indicado como alternativa em problemas que envolvam a contaminagao de efluentes,
na medida que ndo sdo necessarios de meios de cultivo caros; e a biosor¢ao ocorre em um

prazo de tempo relativamente curto.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas desta tese, sugere-se o desenvolvimento de:

- Processos de cultivo sélido utilizando condi¢des otimizadas para a producao e
purificacdo das enzimas lacases e manganés peroxidases, visando o tratamento de efluentes e
biorremediagao;
- Estudos de escalonamento para tratamento de efluentes liquidos, utilizando a
biomassa fungica de P. sajor-caju;
- Estudos de cultivo solido com a utilizagao de condig¢des otimizadas, associadas ao
consumo de oxigénio, para determinacao dos parametros cinéticos do cultivo de P. sajor-caju;
- Andlise do potencial antioxidante de P. sajor-caju, crescido em meios aos quais

foram adicionados metais;

112



- 124 -1241

- Estudos da capacidade de biosor¢ao de metais pela biomassa de P. sajor-caju,
imobilizada, viva e/ou inativada para comparacdo dos resultados obtidos nas diferentes
condigdes de cultivo, com relacdo a biosor¢ao de metais;

- Aplicagdo do fungo em estudos envolvendo outros tipos de agentes contaminantes
freqiientemente presentes no meio ambiente, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
pesticidas e outros;

- Adaptagao do fungo a quantidades crescentes das concentracdes de metais
associados;

- Estudos envolvendo capacidade de biosor¢do do fungo crescido em meio liquido e
solido, perante a adi¢dao isolada ou simultinea de outros metais como chumbo, mercurio,
cromo, niquel e caddmio e a presenca um indculo com prévio desenvolvimento fungico;

- Utilizagdo de metodologias e andlises complementares, como estudo de genes
envolvidos nos processos de biosor¢ao de metais por Pleurotus sajor-caju;

- Realizagao de ensaios em microcosmos para estudos de processos de biorremediacao

de solos contaminados por diferentes tipos de metais.
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