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“A coisa mais incompreensivel do mundo é que o mundo é compreensivel.”
Albert Einstein

“Encorajar o desprendimento cientifico porque ele é uma das Sorgas vivas do
progresso na teoria, fonte de todo progresso na aplicacdo.”

Louis Pasteur

- “As conquistas da industria que enriqueceram tantos homens prdticos nunca
teriam ocorrido se apenas esses homens priticos tivessem existido, e se nio
tivessem sido antecedidos por loucos desprendidos que morreram pobres, que
nunca pensavam no util e que, no entanto, tinham outro guia que ndo suas
Jfantasias.”

Henri Poincaré
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RESUMO

ESTUDO DE SUBSTANCIAS DE BAIXA MASSA MOLAR QUE MIMETIZAM AS
FENOLOXIDASES COM APLICACOES EM TRATAMENTOS DE EFLUENTES
INDUSTRIAIS. : ‘

AUTORA : MARIANGELA FONTES SANTIAGO
ORIENTADOR: NELSON EDUARDO DURAN CABALLERO

Palavras chave: fenoloxidase, sideréforos, desferrioxamina B, biodegradacio.

Neste trabalho, foi determinada a atividade de fenoloxidase do complexo desferrioxamina
B (DB)/Fe(III) em pH 3,0, no intervalo de temperatura de 25-30°C, utilizando como substrato a o-
dianisidina e a seringaldazina. A adigio de flavina ‘mononucleotidica (FMN) mostrou afetar a
atividade de fenoloxidase de DB. Estudos mecanisticos, com a técnica de EPR, e com os reagentes
o-fenantrolina e ferrozina, demonstraram que DB pode reduzir F o(IIT) para Fe(II). O estudo com o
modelo do dcido acetilidroxdmico (AHA), mostrou resultados similares a DB. Neste processo,
espécies ativas de oxigénio, como OH', foram detectadas.

Estudou-se ainda a atividade de fenoloxidase de DB/Fe(III), atuando sobre o efluente kraft
El (clorolignina) e o licor negro (lignina) nas condigdes pré-determinadas. No presente estudo, o
licor negro, apés tratamento com DB/Fe(Ill) na presenga de oxigénio, nio sofreu mudangas
significativas nos fenéis totais ¢ nem na cor, entretanto, a distribui¢io de massa molecular sugere
mineralizagiio em torno de 10%. Quando o sistema de DB/Fe(III) atua sobre o efluente kraft El,
aumenta a cor e o teor de fendis totais. Ndo observou-se, neste caso, mineraliza¢do. Isto se deve a
um croméforo que aparece na regi&o de 280 nm, como determinado por cromatogramas de HPLC.
Observou-se um deslocamento dos picos da distribuiio de massas moleculares para valores
menores. A técnica de fluorescéncia confirmou a degradagfio da lignina (isolado de Eucaliptus
grandis) ¢ da clorolignina (efluente kraft E1) na presenca dos complexos DB/Fe(Ill) e AHA/Fe(IIT)
e mostrou também a interacio do FMN nessa degradagéo.

Foi feita uma selegdo de fungos e bactérias produtores de sideréforos os quais foram os
seguintes: Trametes villosa, Trametes versicolor, Lentinus edodes, Gloeophyllum trabeum,
Azotobacter vinellandi e Pseudomonas fluorescence. Aplicou-3e em meio liquido para a producéo
dos sideréforos destes microrganismos. As técnicas de espectrometria de massa, infra vermelha e

~ ressonfncia magnética nuclear de hidrogénio mostraram a possibilidade de produgdo do sideréforo

do tipo catecolato do fungo G. trabeum. O fungo que apresentou maior produgéo de sideréforo foi
0 G. trabeum e a bactéria foi a A. vinellandi (catecolato).

Os tratamentos dos efluentes papeleiro e téxtil, durante quatro dias com esses
microrganismos, apresentaram resultados significativos na descoloragdo. Os melhores resultados
de descoloragdo utilizando tratamentos do efluente kraft E1 foram: T. versicolor (65%), G.
trabeum (60%) e a A. vinellandi (57%). O tratamento do licor negro foi mais efetivo em relagéo a
descoloragéo com a bactéria 4. vinellandi (84%). Os tratamentos do efluente téxtil apresentaram
os seguintes resultados de descoloragéo: L. edodes (90%), T. villosa (89%), T. versicolor (88%),
G. trabeum (75%) e A. vinellandi (52%). Todos os microrganismos apresentaram sider6foros, mas
o T. versicolor, T. villosa e o L. edodes mostraram também atividade enzimética significantiva de
lacase (EC 1.10.3.2), usando seringaldazina como substrato. N&o foram determinadas atividades
significativas de manganés peroxidase (EC 1.11.1.7) e de lignina peroxidase (EC 1.L11.L1.7). O
oxalato foi determinado em concentragles significativas. Logo, os sideréforos apresentam um
grande potencial para os tratamentos de efluentes nas indéstrias de papel e téxtil.



SUMMARY

STUDY OF SUBSTANCES OF LOW MASS MOLAR WITH MIMETIC
PHENOLOXIDASES ACTIVITY: APPLICATIONS IN TREATMENTS OF
INDUSTRIAL EFFLUENTS.

AUTHOR: MARIANGELA FONTES SANTIAGO
ADVISOR: NELSON EDUARDO DURAN CABALLERO

Key words: phenoloxidase, siderophore, desferrioxamine B, biodegradation.

In this work the activity of phenoloxidase desferrioxamina B (DB)/Fe(III) complex was
determined in pH 3.0; citrate fosfate buffer 20 mmol.L?, temperature in the range of 25-30°C,
using as substrate o-dianisidina and seringaldazine. Addition of flavin mononucleotide (FMN)
affected the activity of phenoloxidase of DB/Fe(Ill). Previous mechanistic studies with the
technique of EPR and the reagents o-fenantroline and ferrozine demonstrated that DB can reduce
Fe(IlI) to Fe(Il) and the same was observed for the acetylhydroxamic acid (AHA). In that process,
active oxygen species (e.g., OH) were detected.

The activity of phenoloxidase of DB was also studied acting on the kraft E1 effluent
(chlorolignin) and on the black liquour (lignin) at the conditions already determined. In the present
study, the black licor after treatment with DB/Fe(Ill) in the presence of oxygen did not suffer
significant changes in the total phenols and nor even in the color, however, the distribution of
molecular mass suggests a 10% of mineralization. When the system of DB/Fe(III) acts on the kraft
E1 effluent, it increases the color and the contents of total phenols. It was not observed, in this
case, mineralization. This is due to the chromophore that appears at 280 nm, as determined by
HPLC. A displacement of the peaks of molecular mass distribution for smaller values was
observed. The fluorescence technique confirmed the degradation of lignin (isolated of Eucaliptus
grandis) and of the chlorolignin (kraft E1 effluent) in the presence of both DB/Fe(Ill) and
AHA/Fe(TIl) complexes and showed also the FMN in this degradation.

The fungi and bacteria selection, producers of siderophores, were: Trametes villosa,
Trametes versicolor, Lentinus edodes, Gloeophyllum trabeum, Azotobacter vinellandi and
Pseudomonas fluorescence. The liquid medium for the siderophores production of these organisms
was determined. The techniques of mass spectrometry, IR and NMR-'H confirmed the siderophore
catecholate-typed of the fungus G. trabeum. The fungus that presented larger siderophore
production was G. trabeum and the bacteria was A. vinellandi (catecholate).

Paper and textile effuents after four days of biological treatment were efficiently
decolorized. The best results using treatments of descolorization of the kraft E1 effluent were: T’
versicolor (65%), G. trabeum (60%) and to A. vinellandi (57%). The treatment of the black licor
the more cash went with to bacteria 4. vinellandi (84%). The best treatments of the textile effluent
presented the following results of descolorization : L. edodes (90%), T. villosa (89%), T.
versicolor (88%), G. trabeum (75%) and A. vinellandi (52%). All the microorganisms presented
siderophores, but the T. versicolor, T. villosa and the L. edodes also showed significant lacase
enzymatic activity using syringaldazine as substrate. Significant activities of peroxidase dependent
of manganese and peroxidase lignin were not determined. The oxalato was determined in significat
concentrations. Therefore, siderophores show great potential in the treatment of effuents from the
paper and textile industries.
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1- INTRODUCAO

A lignina é a mais abundante macromolécula organica depois da celulose. E
o constituinte caracteristico entre as paredes celulares dos tecidos de vegetais
vasculares, tais como ’madeirz‘t,l sendo réponsével por sua rigidez (Fengel e
Wegener, 1984; Han e Shiraishi, 1991; Sjoestrom, 1993; Kennedy et al, 1996;
Kuhad et al, 1997). ‘

Tem-se demonstrado muito interesse e dedicagdo ao estudo da
biodegradagdo da lignina nos dltimos anos. Dentro dessa abordagem, muitos
trabalhos tem sido direcionados para os fungos que degradam a madeira. Esses
estudos sdo basicamente divididos em trés categorias principais, definidas de
acordo com a caracteristica dada a madeira durante o processo de degradagdo: 1)
os de degradagio branda (soft-rot), que agrupam espécies das classes
Ascomicotina e Deuteromicotina, recebem essa denominagdo por produzirem um
amolecimento nas camadas superficiais da parede da célula vegetal (Kirk, 1987;
Blanchete, 1991); 2) os fungos de degradagdo marrom (brown-rot) sdo da classe
Basidiomicotina e degradam principalmente os polissacarideos da parede celular,
com limitada degradagdo da lignina (Crowling, 1961) e 3) os fungos de
degradagdo branca (white-rot), que pertencem ésu classes Basidiomicotina e
Ascomicotina, apresentam uma capacidade muito grande de degradar todos os
componentes da madeira, inclusive a lignina (Ander e Eriksson, 1977; Rodriguez
et al, 1997a), através da produgdo de enzimas lignoliticas e/ou substincias ndo
enzimaticas que oxidam compostos fendlicos, muitos deles relacionados com
lignina (Eriksson e? al, 1990; Duréan e Esposito, 1997).

Ao lado da agdio das enzimas ligninoliticas produzidas por esses fungos, a
biodegradagéo de lignina por substincias quelantes de ferro de baixa massa molar,

como sideréforos, tem sido investigada com bastante intensidade e trabalhos nessa
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linha vém ganhando um espago cada vez maior (Goodell et al, 1997, 1998; Duran
e Machucg 1995; Rodriguéz e; al, 1997ab; Santiago et al, 1997, Paszczynski et al,
1999). | | -

Foi nesse ’contextq’ que ds ‘objetivos do presel}te:tfabglho centraram—se no

estudo de# vérios aspectos sobre os sideréforos produzidos por fungos e bactéﬂag. |
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2- REVISAO DE LITERATURA

A degradagio microbiana de lignina exerce um papel essencial no ciclo do
carbono e na fungdo dos microrganismos, que sdo em sua maioria os fungos
(basidiomicetos) superiores que habitam a madeira e o solo. E fundamental para as
biotecnologias emergentes, tais como a degradagdo de poluentes organicos, o
branqueamento enzimatico de polpas e a polpagdo biomecénica. Porém, a
ligninélise coloca um problema mecanistico para a agéo fimgica pois a lignina, que
¢ uma macromolécula heterogénea e amorfa (Figura 1), ndo é suscetivel aos
mecanismos hidroliticos normais (Hammel et al, 1993). Pensou-se que os
mecanismos basicos estivessem esclarecidos com a descoberta das Lignina-
peroxidases (LiPs) qué tinham a propriedade de quebrar ligagdes carbono-carbono
nos compostos modelos de lignina (Tien e Kirk, 1984; Renganathan ez al, 1985;
Leonowicz et al, 1999). Porém, muitos esforgos foram, e ainda sdo, dirigidos para
a elucidagfo dos mecanismos pelos quais as ligninases atuam na biodegradagio de
lignina. Elas sdo capazes de ionizar vérias substincias ndo-fen6licas aromaticas,
originando radicais cation arila (Kirk ez al, 1986; Leonowicz et al, 1999). Quando
0 Substrato ¢ um mddelo dimérico de lignina, o radical cation decai por uma
quebra espontinea da ligagdo Ca-CP da cadeia lateral arila (Shoemaker et al,
1985; Eriksson et al, 1990; Leonowicz et al, 1999) originando produtos de quebra
semelhantes aos encontrados em culturas de fungos (Figura 2). Esse processo
desperta o interesse de pesquisadores por ser de grande significado ecolégico,
pois, ao lado da celulose, a lignina é o polimero renovavel mais abundante sobre a

Terra. Além disso, a madeira € um dos recursos naturais de grande importéncia

econdmica.
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CHOH HC— O——

HF—O— [CHOH]  CHy
H

CH,

l-l[o._.c] Ry~R,=H dlcool para-camarilico
‘ Ry=OCHj, R, =H ilcool coniferilice : |
RfR,=0CH ilcool sinapilico

Figura 1- Representa¢fio esquemitica de uma lignina de madeira mole (softwood),
de acordo com Adler (1977). Os dlcoois precursores também séo representados nesta

figura, a direita.
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Figura 2- Formacdo de cdtions radicais a partir de estruturas nfio fendlicas da
lignina e posterior clivagem da ligacio Ca-CB (Eriksson, 1990).

Dada 4 complexidade e & heterogeneidade da molécula de lignina (Figura
1), desde os primeiros estudos da sua degradacdo por microrganismos tem
proposto a existéncia de um mecanismo extracelular oxidativo e, relativamente;
ndo especifico. Na verdade, apesar dos muitos trabalhos para se entender os
mecanismos de reagdo das LiPs, ha poucas evidéncias de que elas possam
realmente quebrar a lignina polimérica por agdo direta (Haemmerli et al 1986,
Odier et al, 1988;.Sarkanen et al, 1991). Uma das questdes que se levantou contra
a acdo direta de enzimas foi quanto ao tamanho dos poros da madeira que ndo
permitiria a difusdo das LiPs (Carpita et al, 1979; Tepfer e Taylor, 1981; Flournoy
et al, 1991). Somado a isso, o fato de outras enzimas apresentarem atividade
degradativa frente 4 lignina, entre outras as Manganés-peroxidases (MnPs) e
lacases, sugere-se que a biodegradagdo da matriz lignocelulésica da madeira ndo
seja um processo simples envolvendo atividades enziméticas uinicas, reforgando a
tese de que esse processo deva ser resultado de uma agéo conjunta entre enzimas e
substincias de baixa massa molar (Paszczynski et al, 1988; Goodell et al, 1998;.
Paszczynski et al, 1999), principalmente aquelas com capacidade de quelar metais
(Enoki et al, 1989; Hirano et al, 1995; Goodell ez al, 1997). Para responder pela
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despolimerizagdo ndo explicada da parede celular, varios grupos de pesquisa tém
focado possiveis mecanismos que empregam agentes de baixa massa molar, que
poderiam penetrar potencialmente e iniciar a despolimerizagio da parede' celular
da madeira.

Uma pesquisa feita por Koenings (1975) na ag¢do de reativos de Fenton
contra celulose € componentes da parede celular da madeira, sugere que o ferro e o
peréxido de hidrogénio eram altamente envolvidos na produgdo de radicais

hidroxilas, os quais poderiam iniciar a despolimerizagéo da celulose em madeira:
Fe*" + H,0, - Fe*" + HO + HO

Também podem ser gerados os radicais hidroxilas na presenca de metais

pela reagdo relacionada por Haber-Weiss (1934) como:
0, +H;0,— 0.+ HO + HO'

O radical ferrila, uma alternativa interessante que pode ser considerada para
o radical hidroxila, tem sido sugerido por Shen e colaboradores (1992) como um

produto da reagio de Fenton:

Fe** + H,0, = FeOH*" (ou FeO** + H') + OH”

Acredita-se que a espécie ferrila é tdo reativa quanto o HO' mas com um

certo grau de seletividade, sendo possivel que os sideréforos participem na
degradagdo de lignina sem mediar a produgio de radical hidroxila.

Portanto, a lignina e os polissacarideos de madeira sio degradados

consideravelmente, pela reagdo de Fenton, isto é, o O, , o H,0, .eo OH,
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produzidos pela substincia de baixa massa molar, devem transformar a camada da
parede celular, despolimerizando a celulose ¢ a lignina (Thompson e Corbett,
1985; Miller, 1986; Kohdzuma et al, 1991; Hirano et al, 1995; Goodell et al,
1997, 1998). Entretanto, essa fungdo pode ser dada pelos quelantes de metais que
sdo reciclados em diferentes estados de oxidagéo (Schmidt et al, 1981, Hider,
1984; Goodell ez al, 1998), sendo que a atividade de fenoloxidase pode ser
atribuida ao complexo com o Fe(IIl), e ndo pelo Fe(Il). Entdo, deve haver um
mecanismo através do qual a for¢a redutora ocorre. Em varios fungos lignoliticos,
o oxalato ¢ a celobiose-desidrogenase podem participar dessa redu¢do (Evans et al,
1994; Ander, 1994; Hyde e Wood, 1997; Shimada et al, 1997; Goodell et al, 1997;
Aguilar et al, 1999).

Esse estudo visa a elucidagéio da atuagdo de quelantes de metais naturais
(sideréforos),' usando como modelo a desferrioxamina B e a selecdo de
MIiCrorganismos produtores de sideroforos para a aplicagdo em efluente papeleiro

(kraft E1), licor negro, que é também da indastria papeleira, e téxtil.

2.1- Hipéteses da biodegradacio da lignina por substincias de baixa

massa molar

Uma hipétese sobre o mecanismo relacionado a degradagdo de madeira por
fungos de decomposi¢do branca e marrom envolve glicopeptideos produzidos por
esses fungos (Enoki et al,1989; Hirano et al, 1995; Enoki et al, 1997). Segundo

estes autores, essas substincias catalisam uma reago de redox entre os doadores

de elétron e o O,, produzindo H,0, por Oz e reduzindo H,O, para HO'. Além

disso, as substincias reduzem Fe(III) para Fe(Il) e adsorvem fortemente Fe(II)
(Figura 3). Machuca e Duran (1993) propuseram um mecanismo de substincias de
baixa massa molar do tipo hidroxamato (sideréforos), produzido por fungo de
degradagdo marrom o Thermoascus aurantiacus, que é similar ao da glicoproteina

(Enoki et al, 1989), e mostraram que a atividade de fenoloxidase estd presente no
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metabolito de T. aurantiacus, sendo capaz de oxidar a o-dianisidina (Machuca et
al, 1999).

h)oador de Acep!:or de
eletrons eletrons
(forma reduzida ~ (forma oxidada
tal como NADH) tal como NAD')
2" 0, |
02 T >20;°&_':_’ HzOz /_\ > Ho.
Fe(II)-Glicopeptideo Fe(II)-Glicopeptideo Fe(III)- Glicopeptideo
Glicopeptideo oxidado _ Glicopeptideo reduzido

Figura 3- Mecanismo dos glicopeptideos proposto por Enoki e colaboradores (1989).

Pesquisa feita nessa area por Highley (1980) e Schmidt e colaboradores
(1981) mostrou uma madeira degradada por produtos reativos da reagdo de Fenton,
exibindo caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes as dos fungos de madeira
de degradago marrom. Contudo, ndo foi descrita uma explicagdo plausivel para a
produgéo de substincias de baixa massa molar e esquemas de reagdes propostas.

Wood (1994) também investigou rotas para a produgéo de reativo de Fenton
em fungos ¢ Hyde e Wood (1995) também propuseram um mecanismo 'para
degradagio de lignina por fungo de decomposigdo marrom, baseado na quimica de
Fenton. No modelo deles, uma autoxidagdo (reagdes de oxidagdo em fase liquida)
dependente de pH e do Fe(Il) é postulada para produzir peréxido de hidrogénio e
para iniciar as reages de Fenton que conduzem & formagdo dos radicais
hidroxilas. Na auséncia de reagentes da quimica de Fenton ou da espécie reativa

de oxigénio, ndo se espera que o Fe(Il) promova uma degradago oxidativa da
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celulose da madeira (Kirk et al, 1991). Entretanto, outros mecanismos para a
produgdo de peréxido de hidrogénio também foram sugeridos por oxidase acida
(acido oxalico) em fungos de decomposicio marrom (Espejo e Agosin, 1991;
Aguilar et al, 1999). Kirk e colaboradores (1991) mostraram somente que a
degradacdo oxidativa de materiais lignocelul6sico é envolvida no ataque de fungos
de decomposicdo marrom e, segundo Goodell e colaboradores (1997), qualquer
explicacdo que tente descrever a degradagio da parede celular da madeira por estes
fungos deveria incluir rotas metabélicas oxidativas plausiveis.

A hipétese apoiada por Goodell e colaboradores (1995, 1997) foi baseada
no mecanismo do 2,3-diidroxibenzdico, que consiste em oxidantes de um elétron,
como as espécies de Fe(Ill), reagindo com um derivado de catecolato por um
mecanismo de duas etapas com formagio de um intermédio de semiquinona
radical (Mentasti et al, 1977). Quando o acido 2,3-diidroxibenzoico (DHBA) ¢
oxidado por espécie de Fe(III), o passo inicial na reagdo envolve a formagdo de um
complexo de DHBA-ferro. O complexo é oxidado pelo Fe(Ill) adicional para
formar o intermediario semiquinona com redugio simultinea do ferro, observado
na figura 4 ¢ demonstrado por Xu e Jordan (1988). Muitas das combinagdes da
mistura do quelante Gloeophyllum trabeum (Gt) (sideroforos), isoladas por
Goodell e colaboradores (1997), sdo derivadas de-benzeno hidroxilado, que se

espera reagir com ferro de uma maneira semelhante ao DHBA.

0
COOH

c'>
[Fe(IID) + + Fe(l) + HY
Fe(III)

Figura 4- Mecamsmo de oxidaciio do acldo 2 3—dudrox1benzolco proposto por Xu e
Jordan (1988).
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Goodell e colaboradores (1997) sugerem também que os quelantes de baixa

massa molar funcionam com outros metabdlitos, inclusive o &4cido oxalico,
* mediando a degradagdio lignoceluldsica. Isso quer dizer que o 4cido oxélico
complexaria primeiro com o ferro que esti sob a forma insolivel de hidréxido ou
6xido na natureza para torna-lo em um estado disponivel para o quelante Gt, que
retiraria este ferro do oxalato, reduzindo-o para que, posteriormente, ocorresse a
quimica de Fenton (Figura 5). Existem outras propostas envolvendo o 4cido
oxalico, ou seja, o oxalato foi postulado para representar um papel de ataque direto
de acido na celulose da madeira e hemicelulose (Green et al, 1991; Shimada et al,

1994) e também foi sugerido que o oxalato possa funcionar, reduzindo Fe(IIl) para
Fe(Il) que, entéo, reage com H,O, para gerar OH' (Schmidt ef al, 1981; Shimada

et al, 1997). Porém, Hyde e Wood (1995) e outros (Zepp et al, 1992; Sedlak e .
Hoigné, 1993; Sulzberger e Laubscher, 1995) observaram que o oxalato ndo reduz
Fe(Ill), exceto com uma reagdo dependente de luz. Entdo, o oxalato nio pode
funcionar como um catalisador direto do tipo Fenton para a reagdo quimica em
madeira, pois a degrada¢do de madeira normalmente nio acontece sob a luz ¢ a
temperatura ¢ relativamente baixa. N#o seria esperado que esses fatores
representem um papel nos processos naturais de decadéncia mediada por fungos
(Goodell et al, 1997). )

Entre as substincias de baixa massa molar, podemos englobar os
glicopeptideos, como sugere Enoki e colaboradores (1997), e os quelantes de ferro
do tipo sideréforos (Duran, 1995; Duran e Machuca, 1995; Tanaka et al, 1996a;
Santiago et al, 1996; Rodriguez et al, 1997a; Goodell ez al, 1995, 1997, 1998;
Paszczynski et al, 1999). Propde-se que os sideréforos possam ter um papel direto
na modificagdo da lignina (Santiago et al, 1996, 1997; Jellison er al, 1990).
Portanto, esses metabélitos podem descolorir éﬂuente kraft E1, licor negro,

efluente téxtil e fazer o branqueio de polpas (Duran e Machuca, 1995; Santiago et
al, 1996, 1997).
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22 Redutorf) (\ [CO2 +CO;
redutor?] Ambiente de pH tamponado na
[Complexo Fe-Quelante de Gt] parede celular da madeira

Quelante Gt
(oxidado)

Fe(ll)

Fe(I) + OH" Hzoz O peréxido de hidrogénio é produzido enzimaticamente
pelo fungo, no limen da parede celular, ou pela dismutagiio
do radical superéxide, produzido por oxidacio do quelante Gt
ou por catecolatos fenélicos oxidados por oxigénio molecular

v e na presen¢a do complexo metal-quelante na parede celular
Degradacio oxidativa  da madeira.
da lignocelulose *
Oy
2 o) 2
i Fragdo de quelante
F. d
ormas de Gt (reduzido) ou
quinona ou i’ "
semi-quinonas polifendlicos da
oxidadas. parede celular da
madeira.

Figura 5- Mecanismo do quelante G. trabeum proposto por Goodell e colaboradores

(1997).

2.2- Potencial redox

O acido etileno diamino tetraacético (EDTA), como um composto quelante

de metal, foi estudado extensivamente por Halliwell e Gutteridge (1990). Florence

(1984) mostrou que o complexo EDTA-ferro, somado ao peréxido de hidrogénio,
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forma os radicais hidroxilas. O EDTA acelera a formagfio de radicais hidroxilas
dependente de ferro, abaixando o potencial de redox do Fe(Ill)/Fe(Il) para 0,65V,
tornando, assim, a reagéo de ferro e per6xido do hidrogénio termodinamicamente
possivel para a formagdo de radicais hidroxilas (Sutton e Winteri)oum, 1984).
Estudos de eletroquimica mostraram que o quelante de G. trabeum também reduz
o potencial de redox do par Fe(Ill)/Fe(Il) (Goodell et al, 1997, 1998). Isso pode
ser demonstrado ao monitorar a redugéo de Fe(Ill) na presenca de ferrozina, um
quelante de Fe(II) usado na identificagéo de ferro reduzido (Stookey, 1970; Gibbs,
1976; Sorensen, 1982). Goodell e colaboradores (1997) mostraram que, quando o
quelante de G. trabeum esta presente\em excesso € o pH estimado € abaixo da
neutralidade, todo o ferro disponivel é rapidamente reduzido. Isto foi determinado
através da ferrozina como indicador de Fe(Il) pelo aumento da absorbincia a 562
nm. Eles demonstraram também que, aumentando a quantidade de Fe(Ill) na
reagdo, na presenga de quelante em excesso, aumenta a taxa de redugdo de ferro na
solugdo. A taxa de reagdo ¢ aumentada em ambientes de pHs mais baixos, pois
estes ambientes s3o mais favoraveis a redugdo do ferro. Goodell e colaboradores
(1997) determinaram também que, em valores de pH 7, a redugfo de ferro esta
muito limitada. Raymond e colaboradores (1984) determinaram os valores de
potencial redox de todos os hidroxamatos, como por exemplo a desferrioxamina B,
que € de -468 mV, e observaram que todos eles alcangam os redutores biolégicos
conhecidos, tais como: Chromatium ferrodoxina, a -490 mV, ou NADH-
desidrogenase, a -300 mV a pH 7,0. Os sideréforos apresentam potenciais
dependentes de pH, como por exemplo enterobactin apresenta um potencial de

-750 mV caindo a valores de +170 mV a pH 4,0 (Raymond et al, 1984).

2.3- O papel do ferro para os microrganismos

O ferro € o segundo metal mais abundante na litosfera e inclui

aproximadamente 5% da crosta terrestre (Nealson, 1983; Budavari et al, 1989).
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Concentragdes de ferro em solos podem variar de 1 a 20% (Hartwing e Loepper,
1993). Ele € um dos elementos inorginicos mais importantes e necessarios para a
vida, pois ele faz parte das mais diversas fungdes biologicas, como por exemplo do
transporte de oxigénio, da fixagdo de nitrogénio e das numerosas reagles de
fotossintese (Crichton e Ward, 1994). Apesar de ser abundante na natureza na
forma de Fe(IIl), ¢ altamente insolivel em pH fisiolégico (pH ~T7), resultando em
uma concentragio de ion férrico dissolvido da ordem de 10" M. Isso limita sua
disponibilidade para manter o metabolismo celular da maior parte dos
microrganismos (Hartwing e Loepper, 1993), os quais requerem concentragdes da
ordem de 10®a 10°M do metal para crescer. Nos tecidos animais, o ferro aparece
complexado com vérias proteinas, como por exemplo transferrina, hemoglobina,
lactoferrina e ferritina. Em conseqiiéncia dessa dificuldade, esses mIcTorganismos
desenvolveram mecanismos eficientes de captagio seletiva de ferro, quer seja no
solo, no meio aquético ou nos tecidos animais, e de transporte para o interior da
célula (Bullen, 1991; Winkelmann, 1992). Esse fen6meno ocorre também em meio

de cultura, em laboratério, quando o meio contém baixa concentragdo do metal.

2.4- Quelantes biolégicos e os metais de transi¢io

Um dos mecanismos de aquisi¢do de ferro que ¢ estudado amplamente em
diferentes espécies de microrganismos, quando se encontram em meios onde hé
baixas concentragdes deste micronutriente, é o de produgdo de sideréforos. Eles
sdo definidos como agentes quelantes de baixa massa molar (300-1000 Da),
especificos para o ion férrico e produzidos por bactérias e fungos quando crescidos
em situagdo de estresse, no meio de baixa concentragdo de ferro (Neilands, 1995).
O papel principal dessas substincias é seqiiestrar o ferro do ambiente e torni-lo
disponivel & célula microbiana. As pesquisas nessa area comegaram em torno de
cinco décadas, mas o interesse por essas substincias intensificou-se com a

constatacdo de que a maioria dos microrganismos aerdbicos e anaerébicos
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facultativos, incluindo bactérias ¢ fungos, sintetizam pelo menos um tipo de
sider6foro (Ecker et al, 1982; Emery, 1980a; b).

Em geral, nos ambientes naturais, como por exemplo em solos alcalinos e
calcarios, a concentragdo do ion férrico livre é sempre limitante e este ndo esta
disponivel para a atividade microbiana ou de plantas. Os niveis totais de ferro na
madeira sdo significativamente mais baixos que os encontrados no solo e sdo
freqiientemente da ordem de 0-2 uM em madeira ndo degradada (Jellison et al,
1992; 1993). Portanto, espera-se que os niveis de ferro solivel na madeira sejam
muito menores, pois, assim, a produgdo de quelantes deve ser ativada em
praticamente todos os ambientes adequados ao crescimento natural dos fungos que
degradam madeira. A maioria dos sistemas de quelantes que foram estudados em
microrganismos na natureza, podem funcionar no sequestro de metais de transigéo
de outro quelante. Estes quelantes podem ser produzidos na competi¢do com
outros microrganismos ou podem ser encontrados como produtos de degradagdo
orgénica, como por exemplo em terras humicas (Page,1993; van der Helm e
Winkelmann,1994). A produgéo de quelante de ferro com alta afinidade permite
a0s microrganismos o sucesso na competi¢do por metais limitantes no ambiente.
Alguns quelantes que n@io sdo sideréforos, como o &cido ‘etileno diamino
tetraacético (EDTA) e os catecdis, ndo sé isolam metdis como também sdo
conhecidos por possuirem fun¢do de redugfio (redugdo de potencial redox) e
possuem a capacidade de reduzir espécies de metais de transigio (Ahmad,1995).
Embora considere-se freqiientemente que o EDTA iniba todas as reagdes
dependentes de ferro, 0 EDTA forma um complexo com o ferro, sendo que este
complexo foi observado promover reagdes de oxidagéo (Minotti e Aust, 1987;
Cheeseman, 1993), sugerindo a redugéo do ferro. A redugdo de espécies de metais
foi demonstrada com derivados de 4cidos dihidroxibenzéico (Xu e Jordan, 1988)

semelhantes a alguns sider6foros bacterianos (Figura 4).
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2.5- Sideroéforos

Nas ultimas trés décadas, mais de 100 sider6foros naturais foram isolados e
caracterizados e apresentam uma consideravel variagio estrutural (Crowley et al,
1991; Drechsel e Jung, 1998). Estruturalmente, ¢ possivel diferenciar os
sideréforos em dois grandes grupos, os do tipo catecolato ou fenolato e os do tipo
hidroxamato. As estruturas dos sideréforos produzidos por diferentes
microrganismos sio muito variadas, podendo apresentar, além do grupo funcional
caracteristico, um ou mais aminoacidos, ou s vezes algum croméforo. Outros
tipos de estruturas encontradas em sider6foros sdo o hidroxamato-catecolato, os o~
hidroxicarboxilatos (derivados de citrato) e as oxazolinas (Neilands, 1984; Hider,
1984; Winkelmann, 1992). Os hidroxamatos sio produzidos por fungos e bactérias
e os fenolatos sdo encontrados principalmente em bactérias; o ferricromo e a
enterobactina sdo, respectivamente, os representantes mais tipicos (Neilands,
1993). Os sideréforos, em geral, foram encontrados e caracterizados em muitos
fungos filamentosos (Winkelmann, 1974; Emst e Winkelmann, 1974; Konetschny-
Rapp et al, 1988; Huschka er al, 1986; Jalal et al, 1984; Berner et al, 1991)
embora os fenolatos tenham sido encontrados recentemente em fungos que
promovem a degradagio de madeira (Jellison et al., 1991a,b; Goodell ez al, 1997;
Paszczynski et al, 1999). )

De uma maneira geral, o ferro € quelado por um complexo invaridvel e
termodinamicamente estavel de seis 4tomos de oxigénio que fazem parte da
estrutura quimica dos diversos tipos de sider6foros, passando a formar uma
associagdo denominada complexo ferro-sideréforo (Neilands, 1995). O grupo
ligante (Figura 6) usualmente contém os atomos de oxigénio dos anions de

hidroxamato (a) ou catecolato (b).



Revisdo de literatura 16

C=0 -0

-0
o-
a b

Figura 6-Grupos ligantes de sideréforos: dnions hidroxamato (a) e catecolato (b).

Uma grande classe de .sider6foros apresenta um grupo funcional, o
hidroxamato, que quela o ferro na forma bidentada (Caudle et al, 1994), como por
exemplo a desferrioxamina B, que ¢ um sideroféro sintetizado naturalmente por
alguns microrganismos do solo (Powell ef al, 1982). Sendo que trés hidroxamatos
podem se ligar com todos os sitios de ligagdo do ferro, ou seja, é hexadentado,
somente um ligante € necessario para completar a coordenagio do ferro (Caudle e
Cumbliss, 1994) (Figura 7).

(CHy)g (CHy) (CH,) (CH),
s s, (CH,), Hols CHg
CH3S04Hy "N \N —_ c/ \c——N / \N —” \c-—N/ N— c/
|| | |l | Lol
HO © o H HO © o H HO O

Figura 7- Estrutura do sideréforo do grupo dos hidroxamatos, a desferrioxamina B.

A condicdo essencial que regula a biossintese dos sideréforos por
microrganismos € um ambiente pobre em ferro. Muitos microrganismos somente
secretam 0s complexantes quando a concentracdo de Fe no ambiente é < 1,0 uM.
(Bagg e Neilands, 1987).

Segundo Powell e colaboradores (1982), para ocorrer a produgdo de
siderdforos, além da baixa concentragdo de ferro, do pH e do potencial redox, é
importante a aeragdo direta, pois ela afeta a atividade dos microrganismos que

obrigatoriamente requerem oxigénio para a sua produgdo.
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A sacarose e os casoaminoécidos foram escolhidos como fontes de carbono
e fontes de nitrogénio porque favorecem o crescimento rapido e a produgido de
sider6foros de uma grande variedade de bactérias e fungos (Buyer e al, 1990).

A degradagdo da matriz lignoceluldsica da madeira é um Processo
dependente da geragdo de espécies radicalares. Dentro desse processo, o ferro
desempenha um papel muito importante, tanto na degradagdo por fungos de
decomposigdo branca quanto marrom. Entretanto, até o presente momento, poucos
estudos relacionam a produgdo destes complexantes com o processo de degradagdo
de madeira ou de outros substratos lignoceluldsicos. Portanto, esses complexantes,
citados pela literatura, que podem ser sideréforos sdo mencionadas em termos

mais amplos por varios autores, como por exemplo substincias ou compostos de

baixa massa molar ou quelantes.

2.5.1- Substincias de baixa massa molar produzides por fungos de
decomposicio marrom

Substéncias extracelulares que causam uma reagio de oxidagdo de um
elétron na presenga de H,O, foram isoladas da madeira, contendo culturas dos
fungos de decomposi¢do marrom, como Gloeophyllum trabeum e T yromyces
palustris (Enoki et al, 1992; Hirano et al, 1995; Hirano et al, 1997); as
preparagGes parcialmente purificadas continham Fe(Il) (0.12-0.2%); proteinas (12-
23%), e carbohidratos neutros (22-35%); a massa molar das substincias calculadas
por filtragdio de gel era muito pequeno, em torno de 1000-5000. As substincias

catalisaram uma reagfo de redox entre doadores de um elétron como NADH e 0,
produzindo H,O, por O, e reduzindo H,0, para HO'. Além disso, as substancias

reduziram Fe(Ill) para Fe(Il) e adsorveram fortemente Fe(Il) (ver figura 3 na
pagina 8). Enoki e colaboradores (1997) examinaram os possiveis papéis do
sistema de oxidagdio de um elétron e mediram as mudangas na produgdo da

substancia extracelular de baixo massa molar (1000-5000), que catalisa a reagéo
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redox entre 0 O, e um doador de elétron para produzir HO'. A produgdo de HO' e

a atividade de oxidagfio de um elétron foram relacionadas as taxas de degradagio
de madeira, da celulose cristalina, ¢ dos modelos de lignina nas culturas. A
oxidagdo de um elétron foi determinada medindo-se a produgéo de etileno a partir
de KTBA (icido 2-ceto-4-tiometil butirico). Essa oxidagdo foi causada pela
producdo do radical hidroxila em uma reagfo de redox entre O, e certos doadores
de elétrons catalisados pela substincia de baixa massa molar do fungo de
decomposi¢éio marrom (Chandhoke et al,1992, Enoki et al, 1997, Hirano et al,
1997).

Jellison e colaboradores (1990) isolaram um sideréforo produzido pelo
fungo de decomposigdo marrom G. trabeum quando crescia em um meio liquido e
em cavacos de madeira. O siderforo pareceu ser do tipo catecolato, e era extraido
com solventes orginicos do meio de cultura. Os autores utilizaram uma fracdo
parcialmente purificada do sideroforo no tratamento de polpa ndo branqueada, e
observaram que apés 30 minutos de incubagfo era possivel apreciar (visualmente)
uma descoloragdo da polpa. Jellison e colaboradores (1997a b) mostraram a
influéncia da concentragdo de metais de transigdo (ferro, mangénes e célcio) e
outros pardmetros experimentais, como, pH da cultura, temperatura de incubagéo e
concentragdo de nitrogénio no meio de cultura; que de:sempenham um papel
significativo na biodegradagdo da madeira pelos fungos de decomposi¢do marrom
(G. trabeum e Postia placenta). A concentragio alta de ferro e manganés (150-200
uM) reprimiram a produgio de compostos ligantes de inetais (siderdforos)
(Jellison et al, 1997a). |

Goodell e colaboradores (1995,1997) ‘isolaram 15 substincias do tipo
fenolato da cultura de G. trabeum e estas substincias mostraram capacidade de
complexar Fe(III), produzir radicais hidroxila em presenga de H,O, e catalisar as

reagdes de oxidagdo via transferéncia de um elétron, da mesma forma como
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acontece com as enzimas ligninoliticas (ver figura 5 na pagina 11). Algumas das
15 substancias mostraram capacidade de reduzir o Fe(III) para Fe(Il), adsorvé-lo e,
desta forma, estabiliza-lo. A reagdo de redugfo era mais rapida em pHs 4cidos do
que em meios mais basicos, sendo que acima do pH 7,0 ndo havia redugdo. Os
autores postularam uma hipétese para o ciclo redox das substincias, que se inicia
com a liberagdo do complexante pela hifa fingica dentro do limen da célula
vegetal, onde o meio ¢ fortemente 4cido. O quelante (sideréforo), a seguir,
complexa o Fe(Ill) presente na madeira e o reduz para Fe(Il). Em meio 4cido, o
ferro sob a forma de Fe(Il) é altamente estivel e, assim, & transportado pelo
quelante até as camadas da parede celular. Dentro da parede, o pH mais alto pode

propiciar um ambiente onde o Fe(I) complexado ¢ facilmente disponivel para
reagir com o H,O, presente, gerando radicais HO' que iniciam as reagdes de

despolimerizagdo, como ja foi mencionado anteriormente (Figura 5). Os quelantes
que foram previamente isolados de fungos nfio sdo do tipo fenolato (Winkelmann e
Winge, 1994). Embora quelantes de fenolato sejam produzidos freqiientemente por
bactérias, os quelantes de G. trabeum sio os primeiros quelantes de fenolato com
alta afinidade por metais produzidos por fungos que sdo informados pela literatura
(Goodell er al, 1997, Paszczynski et al, 1999). Sdo conhecidos muitos
microrganismos para produzir mais de uma espécié de sideréforos (Ecker et al,
1982). Espera-se, entdo, que outras espécies de quelantes sejam produzidas por G. |
trabeum (Goodell et al, 1997). A possivel producdo adicional de &cido
hidroxdmico ou de quelantes de fungdo mistas por G. trabeum ndio foi investigada
por Goodell e colaboradores (1997).

Compostos fenélicos de plantas sofrem oxidagdo, produzindo quinonas,
taninos € outros derivados de compostos fenélicos oxidados (Pueyo e Ariza,
1993). Alguns autores mostraram que os compostos fendlicos oxidam-se
naturalmente durante um certo tempo, ocorrendo a produgdo de perdxido de

hidrogénio pela autoxidagdo dos compostos fenélicos. A quantidade e o grau de
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oxida¢dio foram sugeridos afetar o potencial mutagénico de compostos fendlicos
que também foram relacionados diretamente i quantidade de peréxido de
hidrogénio,‘ produzida pela autoxidagdo dos compostos fenélicos. E provavel que
alguns dos derivados de fenolato produzidos por G. trabeum passem por uma
autoxidagdo de modo semelhante a outros catecéis, hidroquinonas e outros
compostos fenélicos de materiais de planta (Leanderson e Tagesson, 1993) (ver
figura 4 na pagina 9). Um numero grande de reagdes oxidativas de derivados de
fenolato podem ser produzidas pelo fungo G. trabeum, como mostra o grande
namero de compostos observados nas anélises feitas por Goodell e colaboradores
(1997) (Figura 8).

Derivados do 4cido hidroxifenilacético:

RPN
v

Derivados do acido hidroxibenzéico:

HC . H,C
CH, H;CO
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Derivado do dihidroxifenilpentano-1,4-diol:

ko

H

Derivados do hidroxibenzeno:

H; CH; H
CH, OCH, CH;
H
H

Figura 8- Substincias de baixa massa molar produzidas pelo fungo G. trabeum,
segundo Goodell (1997).

Embora trabalhando com a mesma cepa do ﬁmgo G. trabeum, Enoki e
colaboradores (1997) e Goodell e colaboradores (1997, 1998) descreveram
substincias com mecanismos redox semelhantes, com idénticas propriedades
redutoras de Fe(Ill), porém estruturalmente diferentes. Enquanto Goodell e
colaboradores (1995, 1997) descreveram as substincias como sideréforos do tipo
catecolato, com uma massa molar de aproximadamente 1000 Da e que reagem
fortemente com o corante chromo azurol S (CAS), Enoki e colaboradores (1989,
1997) afirmaram que o composto é um glicopeptideo com uma massa molecular
um pouco maior (1000-5000 Da), ¢ nfio mencionaram se estes reagem com o

corante chromo azurol S (CAS). A caracterizagio das substdncias feita por
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Goodell e colaboradores (1995) € muito mais precisa, uma vez que estes uﬁlizaram
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para separar os diferentes
sider6foros. Diferentemente, Enoki e/ al (1989) somente utilizaram coluna
Sephadex G-50 e G-25 para separar uma fragdo que oxida KTBA e que pode ser

constituida de mais de um composto de baixa massa molar.

2.5.2- Substincias de baixa massél molar produzidas por fungos de

decomposiciio branca

Estudos mostraram que os fungos de decomposicio branca Phanerochate
chrysosporium e Trametes versicolor, produzem inibidores extracelulares como os
que anulam a atividade de LiP durante a incubagdo medida pelo ensaio baseado no
alcool veratrilico (Archibald, 1992; Orth ez al, 1993, Enoki et al, 1997; Tanaka et
al, 1999). O inibidor apresentado na cultura de 7. versicolor tem uma baixa massa

molar (Archibald, 1992). A atividade de LiP poderia ser inibida pelas redugdes
competitivas de H;O, a HO', de Fe(III) para Fe(Il) e pela adsorgdo forte de Fe(Il)

feita pelas substincias de baixas massas molares isoladas da decomposigio
marrom, da decomposigéio branca ¢ da decomposigdo branda de fungos, pois a
lignina peroxidase requer H,O; e tem o Fe(III) ou Fe(IV) no sitio ativo da enzima
para a oxidacéo do alcool veratrilico. |

Substéncias extracelulares com baixa massa molar que catalisam a reagdo
de redox entre doadores de elétron como NADH e O,, produzindo HO' por O, e

H,0,, foram isolados de culturas de Irpex lacteus (Tanaka et al, 1992) e
Phanerochaete chrysosporium (Tanaka et al, 1996b, 1999). Em culturas . lacteus,k
a grande atividade de oxidagdo de um elétron da substincia de baixa massa molar
foi correlatada com a atividade degradante da 'madeira, mas a atividade de
fenoloxidase ndo foi apresentada (Tanaka et tal, 1993). Uma substincia

extracelular que teve atividade de oxidag&o de tmico elétron foi isolada da madeira
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que possuia culturas de P. chrysosporium. A substincia foi purificada
parcialmente através de acetona e precipitada por cromatografia em gel filtragdo e
conteve aproximadamente 18% de proteina, 20% de carboidrato neutro e 0,28% de
Fe(Il). Essa substincia era de baixa massa molar (1000-5000 Da) e catalisou as

reagdes de redox entre um doador de elétron e O,, produzindo H,O, e reduzindo
H20; para HO', reduziu Fe(III) para Fe(Il) e adsorveu fortemente o Fe(II) (Tanaka
et al, 1996b). Também a taxa de degradagio de madeira em culturas de P.
chrysosporium foi relacionada a produgdo de HO' nas culturas, mas ndo para as

atividades de LiP e MnP (Backa et al, 1992; Tanaka et al, 1996a; Tanaka et al,
1999). Uma quantidade grande de HO' sempre ¢ produzida em culturas de fungos

de decbmposiqﬁo branca, nas quais a madeira é degradada ativamente (Enoki et al,
1997, Tanaka et al, 1999). A lignina e, principalmente, a celulose de madeira sdo
degradadas somente por decomposigdo branca quando as culturas dos fungos tém
forte atividade de fenoloxidase (Tanaka ef al, 1985, 1986). Para a polimerizag#o
de fendis, a fenoloxidase requer H,0, e passa o ferro na forma de Fe(IIl) ou Fe(IV)
no sitio ativo da enzima. Entdo, a substéncia de baixa massa molar pode inibir a

atividade da fenoloxidase, que causa a polimerizagdo da lignina em madeira por
meio das redugdes competitivas de H,0, para HO', de Fe(Ill) para Fe(Il) e de

adsorgdo forte de Fe(I). Os fungos de decomposigio marrom removem os
polissacarideos em madeira, de preferéncia a lignina, deixando um residuo amorfo,
um composto fridvel em grande parte das ligninas, e mostram nenhuma ou pouca
atividade de fenoloxidase, até mesmo debaixo das condigdes nas quais os fungos
degradam a madeira ativamente. A relagio de remogéo do componente da lignina
para a perda de massa da madeira ¢ mais alta para a decomposigdo branda causada
por ascomicetos e deuteromicetos, que mostram atividades de fenoloxidase

significativas. Entretanto, as relagdes da perda de lignina para a perda de massa da



Revisdo de literatura 24

madeira sempre sdo mais baixas que 1% na decomposi¢io branda causada por
fungos que mostram nenhuma ou pouca atividade de fenoloxidase (Tanaka et al,
1992). Portanto, pelo menos uma fenoloxidase dos fungos de decomposigéo
branca tem que representar um papel importante na degradagdo da lignina em

colaboragdo com o sistema que produz H,0, e reduz H,O, para HO' e Fe(1II) para

Fe(1l).

2.5.3- Sideréforos produzidos por bactérias
A figura 9 mostra um sideréforo caracteristico de cor amarelo-verde,
solivel em agua e fluorescente debaixo de luz ultravioleta, que é chamado de
pioverdino (Stanier, 1986; Hamdan et al, 1991). Ele é produzido principalmente
por Pseudomonas fluorescence, que é uma bactéria gram negativa e, atualmente,
bastante estudada. A produgio dos sideréforos dé-se em ambientes limitados de
ferro e, devido a sua fung:ﬁo de quelar o ferro, solubiliza o ferro insolavel
(hidréxido de ferro), tornando-o soltivel (Stanier, 1986).
1 ]
» /¢—CH2—CH,—C\NH

OH|

OH
C=0

peptidio

Figura 9- Sideréforo produzido principaimente pela P. ﬂuorescencg,ak, chamado
pioverdino.

Azotobacter vinelandi é uma bactéria gram negativa, aer6bica, presente no

solo, que desempenha um importante papel no ciclo do nitrogénio- do: ambiente,



Revisdo de literatura : 25

sendo que ¢ uma das poucas bactérias que fixa o nitrogénio aerobicamente (Brill,
1980). Portanto, para fixar-se o nitrogénio a azotobacter deve-se acumular
molibdénio e ferro para usa-los como cofatores nas enzimas nitrogenases (Robson
e Postgate 1980). Entretanto, no solo, o ferro estd presente como hidréxido ou
o0xido, sob condigdes aerébicas e em pH neutro, sob a forma extremamente
insolivel. Portanto, para sequestrar, ligar ¢ promover o armazenamento desse
escasso nutriente essencial, A. vinelandi, usa uma variedade de sistemas para o
armazenamento de ferro (Neilands 1981, Page e Huyter, 1984). Quando o ferro
estd em concentragdes baixas (>7uM) ou quando ele esta ligado na superficie
celular, as células usam o 4cido 2,3-diidroxibenzéico (2,3-DHBA) (Figura 10A)
como um ligante de baixa afinidade para facilitar o armazenamento do ferro (Page
e Huyer, 1984). Em condigdes de maior deficiéncia de ferro, sio induzidos
ligantes para o sistema de armazenamento com elevada afinidade para esse metal,
no qual outros sider6foros sdo secretados ao redor do ambiente para solubilizar e
quelar o ferro (Page e Huyer, 1984). 4. vinelandii produz sideréforos do tipo
catecolato, azotoquelino (N, N! bis(2,3-diidroxibenzoil-L-lisina, Corbin et al 1969)
(Figura 10B) e aminoquelino (2,3-diidfoxibenzoil-putrescina, Page e von
Tigeststrom, 1988) (Figura 10C) quando a concentragio de ferro esti abaixo ou
em torno de 7 uM. Espera-se que esses compostos monocatecois e dicatecédis
simples tenham uma baixa afinidade por ferro (Hider 1984), mas sdo produzidos
em abundincia e efetivamente extraem o ferro de uma variedade de minerais do
metal insolivel (Page e Huyer 1984). Nas concentragdes abaixo de 3 uM, sdo
formados os sideréforos azobactinos do tipo pioverdino que possui uma elevada
afinidade por metais (ver figura 9 na pagina 24) (Page ¢ Huyer, 1984; Page et al,
1991). Um outro tipo de sideréforo de A. vinelandi recentemente isolado por
Cornish e Page (1995) foi mostrado. Ele é chamado de protoquelino e é um
composto tricatecolato. Sua estrutura ¢ a unifio da estrutura do azotoquelino e do

aminoquelino (Figura 10D) .
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Figura 10- Sideréforos do tipo catecolato, produzidos pela Azotobacter vinelandi. (A)
2,3-DHBA, (B) Azotoquelino, (C) aminoquelino e (D) protoquelino.

A capacidade dos sideréforos aminoquelino, azotoquelino € protoquelino de

participarem na formagdo de HO' pela reagio de Fenton também foi estudada por

Comish e Page (1998). Esses autores mostraram que os complexos
aminoquelino/Fe(Il) eram iguais a0 EDTA/Fe(Ill) na capacidade de catalisar a

formagdo de HO', enquanto que os complexos protoquelino/Fe(lll) e

azotoquelino/Fe(1I) geraram 70% menos de HO' sob as mesmas condi‘c';figs‘.k E
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2.6- Enzimas lignoliticas '
2.6.1- Lacases (Benzenediol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)

A lacase ¢ uma polifenoloxidase produzida por diversos fungos, plantas e
bactérias (Givaudan et al, 1993; Thurston, 1994; Faure et al, 1995; Gianfreda et
al, 1999). A enzima é uma glicoproteina que contém cobre no seu sitio ativo e que
catalisa a redugdo de O, para a 4gua, com simulténea oxidagdo de substratos
fen6licos. Em geral, as lacases contém 4 4tomos de cobre por molécula de enzima,
embora existam enzimas com 2, 3 e até 6 atomos de cobre (Thurston, 1994;
Agostinelli et al, 1995).

As lacases sdo produzidas pela maioria dos fungos basidiomicetos de
decomposi¢do branca, tais como Trametes versicolor, Lentinus edodes, Phlebia
radiata, Pycnoporus cinnabarinus, Pleurotus sp., Phanerochate chrysosporium
etc. Diversos éscomicetos e alguns deuteromicetos, como Botryosphaeria sp.,

Trichoderma sp., também produzem lacases (Gianfreda et al, 1999; Rodriguez et
al, 1999).

2.6.2- Lignina-peroxidases (LiP; EC 1.11.1.7)

Tien e Kirk (1983) e Glenn e colaboradores (1983) isolaram uma
peroxidase extracelular de Phanerochate chrysosporium que degradava lignina de
madeira até produtos de baixa massa molar e que oxidava 4lcool veratrilico para
aldeido veratrilico. Essa enzima ¢ uma glicoproteina que contém Fe-
protoporfirinico IX como grupo prostético. Ela é dependente de H,0, para a sua
atividade e para o seu ciclo catalitico (Podgornik et al, 1999).

A LiP ¢é produzida por grande parte dos fungos basidiomicetos de
decomposigdo branca, tais como Phlebia radiata, Phlebia tremellosa, Trametes
versicolor, Trametes villosa, Lentinus edodes e Bjerkandera adusta. Duran e
colaboradores (1987) e Ferrer e colaboradores (1992) também detectaram e
purificaram a LiP a partir de culturas do ascomiceto Chrysonilia sitophila. Esse
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fungo mostrou-se bastante eficiente na degradagdo de madeira mole, de
lignosulfonatos e de compostos de modelos de lignina (Rodriguez e Duran, 1991;

Ferraz et al, 1991; Nogueira et al, 1992; Ferraz e Duran, 1995; Rodriguez et al,
1997a).

2.6.3- Manganés peroxidases (MnP, EC 1.11.1.7)

Kuwahara e colaboradores (1984) isolaram pela primeira vez a enzima MnP
de culturas de P. chrysosporium. A maioria das propriedades estruturais dessa
enzima é semelhante is de LiP, sendo que ela é uma glicoproteina com Fe-
protoporfirinico IX, como grupo prostético, dependente de H,O, para a sua
atividade e com um ciclo catalitico semelhante ao de LiP (Paszcynski ez al, 1985;
Rodriguez et al, 1999).

As MnPs sdo produzidas por uma série de fungos de decomposig¢do branca,
como Trametes versicolor, Phebia radiata, Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes,

Panus tigrinus, Trametes villosa, entre outros.

2.7- Aplicacdes biotecnélogicas de fungos e bactérias produtores de
enzimas lignoliticas e/ou sideréforos

Em anos recentes, parece que o setor industrial estd se conscientizando que
o desenvolvimento e 0 meio ambiente tem que ser tratados juntos. A preocupagdo
com relagdo ao meio ambiente estd visivel no que se refere, por exemplo, ao
interesse de muitas empresas na implatagio de sistemas de gestdo ambiental e de
interagdo e implementagfo das normas da série ISO 14000 (Kunz, 1997; Petillo et
al, 1998).

A maioria das empresas tem demonstrado preocupagfio em reduzir os niveis
de polui¢io e implementar novas tecnologias para a redugio dos cbmpostos

clorados. Supde-se que essa preocupagdo se deva principalmente as crescentes
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pesquisas desenvolvidas na area, & agdo de ambientalistas, as pressdes do mercado
externo e também da opinido piblica (Diran e Esposito, 1997).

A utilizag8o de fungos e bactérias na industria de papel e celulose objetiva
reduzir os requerimentosA energéticos e o consumo de reagentes quimicos durante
os diferentes estagios, desde a obtengéio das pastas celulésicas a partir da madeira
até a obtengdo da polpa branqueada. Portanto, os fungos e bactérias podem ser
aplicados na biopolpagdo das madeiras, no branqueamento das polpas, na
modificagdo da superficie da fibra de polpas mecanicas, na descoloragdo de
efluentes, na biorremediago de solos contaminados e na bioconversdo de lignina
para subprodutos quimicos. A eficiéncia desses processos estd diretamente
relacionada com a capacidade do fungo ou da bactéria de degradar lignina (Mehta
¢ Gupta, 1991; Onysko, 1993).

o processo:de obtengdo de pastas celul6sicas e fabricagdo de papel é um
dos responsaveis pela maior carga poluente que atinge os ecossistemas, na forma
de efluentes ou residuos s6lidos, altamente téxicos e, muitas vezes, mutagénicos,
persistentes e/ou bioacumulativos (Eriksson, 1990; Mehta e Gupta, 1991; Onysko,
1993).

Um dos problemas principais para a industria de papel nessa area é a cor do
efluente. A cor é devido principalmente 4 presenga de lignina e de seus derivados,
que também sdo responsaveis pelo cheiro desagradavel dos efluentes. Eles sdo
obtidos principalmente na polpagdio, no branqueamento e no processo de
recuperagdo quimica da polpa e de fabricagéo do papel. Efluentes que se originam
da primeira fase de extragdo alcalina (E1) estdio altamente coloridos e contribuem
com 80% de cor, 30% de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e 60% de
demanda quimica de oxigénio (DQO) para a carga de poluigdo total. Os efluentes
contém, além de lignina e de seus derivados, fendis clorados, cloro e

hidrocarbonetos clorados responsaveis pelo cardter téxico e mutagénico destes
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efluentes (Eriksson, 1990; Mehta e Gupta, 1991; Bajpai et al, 1993; Bajpai e
Bajpai, 1994).

Os efluentes industriais coloridos, passiveis de sofrerem descoloragéo por
- aglo de microrganismos ligninoliticos e/ou produtores de sideréforos, podem, em
fun¢do de suas caracteristicas e de suas origens, serem subdivididos em dois
grupos: 0 primeiro ¢ representado pelos efluentes da indistria de celulose e papel,
o segundo ¢ representado por corantes sintéticos presentes nos efluentes da prépria
indistria de corante e nos efluentes de industria téxtil, normalmente ndo
eliminados dos efluentes pelos tratamentos biolégicos ou fisico-quimicos
tradicionais. Neste grupo as lignina-peroxidases mostram-se bastantes efetivas,
promovendo a descoloragdo de compostos derivados do trifenilmetano, de corantes
heterociclicos, de corantes azo e de corantes poliméricos (Kling, 1997). Portanto,
o tratamento do efluente da industria téxtil é fambém de grande importéncia para

evitar danos a0 meio ambiente.
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3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Os trabalhos recentes permitem supor que agentes quelantes de baixa massa
molar, notadamente os sideréforos, exercem papel importante na biodegradagdo da
lignina e, conseqiientemente, da clorolignina. A atuagdo desses sideréforos por
meio da reagdo de Fenton € um estudo para tentar entender o envolvimento das
substéncias de baixa massa molar nos mecanismos de biodegradagio da lignina ou
da clorolignina. Assilh, esse estudo, no qual se propds investigar esses
mecanismos, seria um dos primeiros passos para gerar informagdo a respeito da
producdo e da utilizagdo de sideréforos de fungos e de bactérias degradantes de
lignina e que, de alguma forma, possam futuramente colaborar para o tratamento

de efluentes toxicos e, assim, ajudar a evitar o impacto ambiental.
3.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1- Estudo para determinar as condi¢des usando um modelo natural de
fenoloxidase de sideréforo para que esse seja capaz de produzir espécies reativas
de oxigénio.

3.2.2- Aplicagdo desse modelo nas condigdes determinadas no tratamento de
efluentes toxicos.

3.2.3- Determinagdo de um meio de cultura para a produgio de sider6foros de
microrganismos. |

3.2.4- Selegéo de microrganismos produtores de sideroféros.

3.2.5- Identificag@o do tipo catecolato e/ou hidroxamato dos sider6foros desses

microrganismos.
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3.2.6- Aplicagdo desses microrganismos produtores em efluentes toxicos.
3.2.7- Investigagdo da estrutura quimica provavel de um dos sideréforos mais

importante para o tratamento dos efluentes téxicos.
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4- PARTE EXPERIMENTAL
PARTE 1

4.1.1- Preparaciio do ligante e reagente- O ligante (Desferrioxamina B- DB) foi
adquirido da empresa SIGMA e foi preparada uma solugdo estoque de 0,4 mg/mL
em agua deionizada, obtendo uma concentragdo final de 2,4x10™ molL’. O
cloreto férrico (Merck) usado foi em uma concentragio de 20 mmol.L" com uma
concentragdo final de 1,2x10” mol.L™.

4.1.2- Determinacfio do Fe(II)- A ferrozina e a o-fenantrolina foram preparadas
em agua deionizada em uma concentragéio de 1%. A determinagéo do ferro (II) foi
feita com 0,2 mL de ferrozina, 0,4 mL de tamp#o acetato a 0,05 mol.L'l apH 4,5,
0,4 mL de desferrioxamina B e 6 pL de ferro (III) a 562 nm durante 3 minutos
(Lawrense, 1970, modificado). O valor da absorvincia corresponde a formagéo do
complexo. Fqi subtraida da absorvancia total, ou seja, da absorvéancia de formagdo
de Fe(Il) mais a absorvéncia de formag8o do complexo DB/Fe(Ill). A medida
com a o-fenantrolina foi feita da mesma forma, diferenciando somente da leitura
espectrofotométrica a 510 nm. |

4.1.3- Anilise da reaciio de oxidacio pelo complexo DB/Fe(IIl)- A atividade do
complexo foi determinada utilizando o-dianisidina e seringaldazina, adquiridos da
empresa SIGMA, como substratos. A oxidagdo da o-dianisidina foi conduzida
numa mistura de reagédo que continha 0,4 mL de DB de sua solugdo estoque, 6 pL
de FeClz- 20 mmol.L", 0,5 mL de tampdo citrato fosfato 0,02 mol.L™ (pH=3,0).
Para a escolha do tamp3o foi considerado a concentragdo molar e 0,1 mL de o-
dianisidina 1,0 mmol.L"!, num volume final de 1,0 mL a 25°C. A reag8o iniciou-se

pela adicdo do FeCl; e a velocidade de oxidagdo foi acompanhada durante 3
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minutos a 460 nm. O mesmo foi feito, quando mencionado, com a seringaldazina
em uma concentragdo de 0,5 mmol.L"' preparada em metanol e medida
espectrofotometricamente a 525 nm. A atividade foi determinada como atividade
relativa da oxidagdio da o-dianisidina em 0,5 minuto de reagdo e por pmol de
substrato oxidado (o-dianisidina e seringaldazina) por minuto em 1,0 mL de
mistura de reagdo. O tempo (0,5 minuto) escolhido foi por estar na faixa que
apresentou uma maior atividade de oxida¢do da o-dianisidina. O coeficiente de
extingdo molar de 29.400 mol” L.cm™” para a oxidagdo da o-dianisidina em 4gua
deionizada e 65.000 mol”.L.cm™ para a oxidagédo da seringaldazina em metanol foi
usado para o célculo somente da atividade de oxidagdio do complexo, isto &, foi

subtraida a absorvéancia correspondente a formagéo do complexo.

4.1.4- Anilise enzimdtica (Szklarz et al, 1989 -modificado)- A enzima utilizada
para analise foi uma lacase comercial, adquirida da empresa SIGMA, em uma
solugdo estoque de 1 mg/0,5 mL (1 mg de sélido = 235 U) e a atividade foi
determinada utilizando o-dianisidina (essonm= 29.000 mol’.L.cm” em 4gua
deionizada) e seringaldazina (esps,,= 65.000 mol® L ¢cm™ em metanol) como
substratos enziméticos. A mistura de reagdo para medir a oxidagdo da o-
dianisidina era composta de 3 uL de lacase (unidades adicionadas segundo peso de
sélido = 1U/mL no ensaio), 0,9 mL de tampdo acetato 0,05 mol.L”, pH 4,5¢ 0,1
mL de o-dianisidina 1,0 mmol.L"!, num volume final de 1,0 mL e a 25°C. A reagdo
iniciou-se pela adicdo da enzima e a velocidade de oxidagdo desta foi
acompanhada durante 3 minutos a 460 nm. A reagdo da seringaldazina foi
acompanhada durante 3 minutos a 525 nm (8525nm# 65.000 mol’ L.cm! em
metanol). A mistura de reagdo foi preparada da mesma forma que a o-dianisidina,
exceto a solugdo de 0,5 mmol.L" de seringaldazina que foi preparada em metanol.
Uma unidade de atividade de fenoloxidase tipo lacase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 pumol de substrato (o-dianisidina ou
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seringaldazina) por minuto em 1 mL de mistura de reagdo, durante o estado

estacionario inicial, taxa linear, sob as condigdes de analise. -

4.1.5- Determinacdo do Fe(II) pela técnica de ressoniincia paramagnética de
elétrons (EPR)- Foi pesado 0,1 g de desferrioxamina B (SIGMA) e adicionado
3,0 mL de tampdo citrato fosfato 20 mmol.L", pH 3,0 e, ap6s a mistura da
solugdo, foi adicionado 0,023g de cloreto férrico e colocado imediamente no
espectrometro. Os controles foram os seguintes: 0,023 g de cloreto férrico em 3,0
mL de tampéo citrato fosfato, 0,1 g de desferrioxamina B em 3,0 mL de tampdo
citrato fosfato e somente 3,0 mL de tampdo citrato fosfato. As analises foram
medidas em um espectrometro da marca Bruker Elexsys X- Band Spectrometer

regulado para a temperatura ambiente e com a cavidade de TE02.

4.1.6- Determinacdio de manganés pela técnica de fluorécencia de raio X-
Foram pesados 300 mg do sal cloreto férrico (MERCK) e adicionados em um
porta amostra apropriado. Foi utilizado um espectrometro de fluorescéncia de
faios-X de energia dispersiva, modelo Spectrace 5000. As condigdes de irradiacdo
dessa amostra foram: voltagem do tubo de raios X: 15KV; corrente do tubo: 0,03

mA; tempo de aquisi¢do: 200 s; atmosfera de vacuo e filtro de pelicula de aluminio
de 0,05 mm.

4.1.7- Medida da quimioluminescéncia- O método foi descrito por Reitberger e
Gierer, 1988. As condi¢les experimentais usadas foram: 0,4 mL de DB na
concentragdo de 0,4 mg/mL, 6 uL de FeCl; - 20 mmol.L!, 1,5 mL de tampdo
citrato fosfato 20 mmol.L" e apos 1 minuto colocou-se 1 mL de Na,COs e 0,5 mL
de fitalhidrazida para gerar a quimioluminescéncia. Como controle, foram usados
DB e Fe(Ill) nas mesmas concentragles e condigdes de andlise. A emissdo de
quimioluminescéncia do composto acido formado nas solugdes, foi medidas em
um aparelho Liquid Scintillation Counter System (LF-100C) Beckman, com o

circuito de coincidéncia desconectado.
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4.1.8- Anilise da reacdio da flavina mononucleotideo (FMN) e da flavina
adenina dinucleotideo (FAD) com a o-dianisidina- Essa reagéo foi feita com o
mesmo procedimento da reagdo de oxidagio da o-dianisidina com o complexo
DB/Fe(Ill), diferindo somente no acréscimo de 10 uL de FMN 0,016 mol.L™
obtendo uma concentragéo final de 1,6.10*mol.L" e 10 uL de FAD 0,016 mol.L",
obtendo também uma concentragéo final de 1,6.10*mol.L".

PARTE 2

4.2.1- Efluentes- O efluente kraft E1 e o licor negro com uma diluigdo de 100
vezes foram fornecidos por uma industria de papel e celulose da regido de
Campinas, S8o Paulo, Brasil. As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a

aproximadamente 4°C.

4.2.2- Condicdes de tratamento do efluente papeleiro kraft E1 e licor negrd
com o complexo DB/Fe(III)- Colocou-se em um Erlemmeyer de 125 mL, 3 mL de
efluente, 1,5 mL de DB, 0,1 mL de FeCl; e 4,5 mL de tampdo citrato fosfato a 20
mmol.L™ (pH 3,0), sob agitagio e oxigenagdo, durante 96 horas em temperatura
ambiente. Apds 48 horas, foi adicionada novamente a mesma quantidade de DB e
FeCl;. Quando ocorria evaporagdo, o volume era corrigido com o tampdo. Em
outro Erlemmeyer, fez-se o mesmo, exceto a adigdo de 0,1 mL de FeCl;. Como

controle, diluiu-se com tampado 3 mL de efluente a um volume final de 9 mL.

4.2.3- Distribuicdo de massa molar das cloroligninas contidas no efluente kraft
E1 e das ligninas contidas no licor negro- As mudangas na distribuigio da massa
molar das cloroligninas contidas nos efluentes foram estudadas por filtragdo em
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gel em coluna de Sephadex G-50 (1,5 X 60 cm). O V, dessa coluna foi de 44 mL.
A coluna foi equilibrada e eluida com uma solugdo de NaOH-LiCl 0,1 mol. L. A
amostra foi de 3,0 mL dc efluentes tratados e o controle, previamente filtrado, foi
aplicado & coluna e eluido com um fluxo de 0,66 mL/min. Os cromatogramas
foram obtidos por continuo monitoramento da absorvancia das cloroligninas em

280 nm (Bergbauer et al, 1992; Wang et al, 1992).

4.2.4- Anilise por cromatografia liquidai de alta eficiéencia (HPLC) do efluente
kraft E1- As amostras (efluente kraft E1 tratado com o complexo DB/Fe(Ill) e
com somente DB, o ndo tratado, e o controle) foram analisadas por HPLC, fase
reversa, usando uma coluna C-18 Bondapack (25 cm). As amostras foram eluidas

com metanol-H;O 1:1 a um fluxo de 1 mL/min e detectadas por absor¢do no
ultravioleta a 280 nm.

4.2.5- Determinacéo da cor dos efluentes- A cor do efluente foi determinada com
uma aliquota de 0,5 mL, filtrada em membrana de millipore (0,45 pum) e ajustado o
pH para 7,6 com tampéo fosfato 0,1 mol, até o volume final de 1 mL. Nestas
condigdes, foi medida absorvincia em 465 nm do efluente Kraft E1 e do licor

negro tratado com o complexo DB/Fe(Ill) a tempo zero, 24, 48, 72 ¢ 96 horas
(Atlow et al,1984).

4.2.6- Determinaciio de fendis totais do efluente kraft E1 e do licor negro-O
conteido de fenéis totais nos efluentes tratados com complexo DB/Fe(Ill),
previamente filtrados, foi determinado pelo método padrio descrito por Apha
(1989) com o reagente de Folin Ciocalteau. A mistura de reagio foi preparada pela
adi¢do de 250 pL. de uma solugdo de carbonato-tartarato e 25 ul. de uma solugiio
do reagente de Folin-Ciocalteau, para 0,1 mL de efluente, e incubada durante 30

minutos a 25°C, apds a absorvancia ser lida a 700 nm. A solugio de carbonato-
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tartarato foi preparada por dissolugdo de 200 g de carbonato de s6dio em 1,0 L de
agua destilada.

4.2.7- Determinaciio de Fe(II) nos efluentes- O ferro do efluente kraft E1 e do
licor negro (diluigdo 100x) foi determinado por espectrometria de absorgdo

atbmica. As amostras foram comparadas com padrdes de ferro na concentragdo de

2,0 mg/L e 4,0 mg/L.

4.2.8- Lignina- A lignina dioxano, utilizada nos experimentos de fluorescéncia,
foi obtida de Eucaliptus grandis em nosso laboratério.

4.2.9- Analise de degradacio da lignina pelos complexos DB/Fe(IIl) e
AHA/Fe(I1I) por fluorescéncia- Adicionou-se em um tubo de ensaio 0,25 mL de
DB 3 mmol. L ou 0,25 mL de AHA 10 mmol.L", 0,020 mmol.L" de FeCl; 20
mmol.L"' e 0,2 mL de lignina concentrada diluida em 1mL. A reagdo ocorreu em
um periodo de 24 horas com uma relagdo do ligante e do ferro de 2:1 ou 6:1,
respectivamente, e em meio 4cido (pH 3 a 4) ajustado com HCI, sendo que todos
os reagentes foram preparados em 4gua deionizada. A degradagdio oxidativa da
lignina foi determinada pela técnica de fluorescéncia em meio basico, com a
adigéo de 0,1 mL de KOH (a emissfo foi na faixa de 380-540 nm e a excitagdo a
360 nm).

4.2.10- Anilise de degradacdo do efluente kraft E1 pelos complexos DB/Fe(III)
e AHA/Fe(IlI) por fluorescéncia- Em um tubo de ensaio colocou-se 1,9 mL de
DB 3 mmol. L ou 1,9 mL de AHA 10 mmol.L", 0,14 mmol.L"' de FeCl; 20
mmol.L" ¢ 1 mL de efluente kraft E1 (clorolignina), nessa ordem de adigdo, por
um periodo de 24 horas e em meio 4cido (pH 3 a 4) ajustado com HCI, sendo que

os reagentes foram preparados em é4gua deionizada ou em tampéo citrato fosfato.
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A degradagio oxidativa da clorolignina foi determinada pela técnica de
fluorescéncia em meio bésico, com a adigéo de 0,1 mL de KOH (a emissdo foi na
faixa de 380-540 nm e a excitagio a 360 nm). No experimento da cinética de
degradago da clorolignina, foi colocado a mesma concentragdo dos reagentes
acima mencionados, mas a emissdo foi fixa em 474 nm, que corresponde a

maxima emissdo.

4.2.11- Anilise da reacio da FMN com o efluente kraft E1- Na anilise foi
usado somente 25 uL de DB 3 mmol. L™ ou 50 uL de AHA 10 mmol. L™ e 4 uL
de FeCl, 20 mmol.L", 5L de FMN 0,016 mol. L' ou NADH 0,016 mol.L", 2 mL
de agua deionizada e 0,5 mL de efluente kraft E1 (clorolignina), obedecendo essa

ordem de adi¢do por um periodo de 5 minutos e em pH 3 a 4, ajustado com HCL A
degradagéo oxidativa da clorolignina foi determinada pela técnica de fluorescéncia
em meio basico com a adigio de 0,1 mL de KOH 1 mol. L. A emissio foi na

faixa de 380-540 nm e a excitagfo a 360 nm.
PARTE 3

4.3.1- Microrganismos- Fungos: Gloeophyllum trabeum CCT 5453, Trametes
versicolor CCT 4521 e Lentinus edodes CCT 4519 fazem parte da colegdo da
Fundagdo Tropical André Tosello - Campinas- SP e o fungo Trametes villosa CCT
5567 foi cedido pelo Departamento de Bioquimica (CCB) Universidade Federal de
Santa Catarina - Florian6polis-SC. Bactérias: a Azotobacter vinellandi 1218 faz
parte da cole¢do da ESALQ - Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz -
Piracicaba - SP e a Pseudomonas fluorescence 2312 foi cedida pelo Instituto
Bioldgico de S3o Paulo - Sdo Paulo - SP. |
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4.3.2- Manutengéio das culturas des microrganismos - Os fungos 7. versicolor,
T. villosa e L. edodes foram mantidos no meio extrato de malte e G. trabeum no
meio agar dextrose batata. P. fluorescence foi mantida em dgar nutriente e a A.
- vinellandi foi mantida no seguinte meio de culttira: manitol, 10 g; K,HPO,, 0,5 g;
MgS0,.7H,0; 0,3 g; NaCl, 0,3 g; CaCOs, 3 g; MnSO,.H,0, Trago; Sulfato ferroso
ou férmrico, Trago; 4gar, 15 g; 4gua deionizada 1000 mL, sob a temperatura de

refrigerag8o a aproximadamente 4°C.

4.3.3- Preparacio do inéculo dos microrganismes- Os fungos foram retirados do
meio de manutengfio e inoculados nas placas com um disco de tamanho
padronizado (0,7 cm de didmetro). No meio liquido foram inoculados dois discos
com fungo. As bactérias foram retiradas diretamente dos meios de manutencdo das
culturas e repicadas para as placas de Petri com o meio de determinagdo de

sider6foro. Para o meio liquido colocou-se duas algadas de bactéria.

4.3.4- Lavagem da vidraria para a produciio e determinacdo dos sideréforos-
‘A vidraria para a determinagio e produgdo dos sideréforos foi colocada
primeiramente imersa no HCl 0,1mol.L”, depois no EDTA 100 molL" e por
tltimo enxaguada com 4cido nitrico a 2%. Apés este processo foi feito um

abundante enxagiie com 4gua deionizada, eliminando-se todo o ferro da vidraria.

4.3.5- Determinaciio da producio dos sideréforos em meio sélido pelo método
do CAS- A produg3o do sider6foro foi determmada em placas de Petri contendo
meio de cultura com égar e 50 % da solugio de chromo azurol S (CAS) (Schwyn e
Neilands, 1986). O meio de cultura foi somente baseado nos métodos descritos por
Schwyn e Neiland (1987), Cox (1994) e Buyer e Sikora (1990) ¢ a proposta desse
trabalho foi o seguinte meio: sacarose, 20g; bacto-éasaminoécidos, 2g ‘KQHPOA, 1
g MgS0,.7H,0, 0,5 g; 4gua deionizada 1000 mL. As placas foram incubadas a
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temperatura de 30°C durante 10 dias (meio de cultura 1). O meio de cultura 2 é o
mesmo do meio de cultura 1, diferindo apenas no acréscimo de 2% de extrato de
malte nesse meio. O meio de cultura 3 constitui somente de 2% de extrato de malte
(Difco) em metade da placa e na outra metade 2% de extrato de malte com 50% da
solugdo de CAS (Milagres e Machuca, 1998) As placas foram incubadas na
temperatura de 30°C, durante 10 dias. Todos os meios foram autoclavados a 121°C
por 15 minutos. A solugo do complexo indicador ternario (CAS) foi preparada da
seguinte maneira: 0,15 mmol.L" do reagente chromo azurol S, 0,015 mmol.L" de
uma solugio de FeCl; em HCL, 0,6 mmolL' do detergente brometo de
hexadeciltrimetil - aménio (HDTMA) em solugio tampdo de piperazina/HCl pH
5,6. Todas as solugdes aquosas foram preparadas com 4gua deionizada. Quando
um agente quelante, como o sideréforo, retira o Fe(Ill) do complexo indicador
universal de sideréforos, CAS, a cor muda completamente do azul para o

alaranjado.

4.3.6- Produciio dos sideréforos em meio liquido- Os sideréforos foram
produzidos pelos microrganismos em um meio liquido contendo sacarose, 20 g; ‘
bacto-casaminoécidos, 2 g; Ko;HPO,, 1 g; MgS0O,.7H,0, 0,5 g; agua deionizada
1000 mL, em Erlenmeyer de 125 mL com um volume de 50 mL deste meio de
cultura, com um pH em torno de 7,1, sob agitagdo de 120 rpm por um periodo
de 6 dias para as bactérias e 15 dias para os fungos. Foi determinada a produgio
em um meio liquido usando duas fontes de carbono (sacarose e glucose), sendo
que o meio de cultura usado foi 0 mesmo do meio de cultura acima mencionado,

mudando somente a fonte de carbono: 15 dias para o fungo e 6 dias para a

bactéria.

4.3.7- Deteccio dos sideréforos em meio liquido pelo método do CAS- O
método universal de Schwyn e Neilands (1987) para determinagdo de sider6foros
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foi utilizado para detectar a presenga destes em culturas liquidas dos fungos e
bactérias selecionados pelos -meios de culturas sélidos. O reagente CAS
complexado com o Fe(III) na solugéio possui uma intensa cor azul com um gg3op, =
~ 100.000 mmol.L™.cm™ em 4gua deionizada e, apos reagir com o sideréforo, passa
a ter uma cor alaranjada, acompanhado de uma diminui¢do na absorvéncia em 630
nm. A determinagdio foi feita retirando se uma aliquota de 0,5 mL do meio de
cultura. Apés a produgdo dos sideréforos pelos fungos e bactérias, colocou-se 0,5
mL da solugdo de CAS, incubou-se durante 12-24 horas a temperatura ambiente e
mediu-se a 630nm. Como controle, utilizou-se uma cultura nfio inoculada para
detectar a possivel interferéncia do meio de cultura utilizado para a producdo dos
sideréforos.

As unidades percentuais de sideréforo foram definidas pela seguinte
formula (Cox, 1994):

% de unidades de CAS = (Ab - Aa)/Ab x 100

onde:

Ab = Absorvéncia do controle

Aa = Absorvancia da amostra

4.3.8- Determinaciio dos sideréforos do tipo hidroxamato- Csiky (1948)
detectou sideréforo do tipo hidroxamato pela seguinte anslise: o sobrenadante,
contendo siderdforo (1 mL), foi hidrolisado por 1mL de H,SO, a 6 mmol.L" em
agua fervente por 6 horas ou a 130°C por 30 min. A solugdo foi tamponada,
adicionando-se 3 mL de acetato de sédio (35 g de acetato de sédio em 100-‘mL de
agua). Adicionou-se 1 mL de uma solugfio de 4cido sulfanilico (1 g de é&cido
sulfanilico dissolvido por aquecimento em 100 mL de 4cido acético a 30%, v/v) e
eni seguida colocou-se 0,5 mL de solugdo de iodo (1,3 g de iodino em 100 mL de
acido acético glacial). Apés 3-5 minutos, o excesso de iodino é destruido com 1

mL da solugdo de arsenito de sédio (2g de Na,AsO, em 100 mL de 4gua).
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Colocou-se uma solugio de 1 mL de a-naftilamina (3 g a-naftilamina dissolvida
em 1000 mL de 4cido acético a 30 %) e, depois, adicionou-se 10 mL de 4gua
deionizada, permitindo o desenvolvimento de cor em 20 a 30 minutos e mediu-se

em uma absorvancia a 526 nm.

4.3.9- Determinacdio dos sideréforos do tipo catecolato- A anélise feita para a
determinagdo dos sideréforos do tipo catecolato foi descrita por Amow (1937),
que consiste em reagir 1 mL do filtrado do fungo ou da bactéria contendo
sider6foro, com 1 mL de HCI, 1 mL de uma solugdo contendo 10 g de nitrito de
sodio € 10 g de molibdato de sédio dissolvido em 100 mL (os catecolatos
produzem uma cor amarela neste ponto) e 1 mL de NaOH (neste ponto ocorre uma

mudanga de cor para vermelho). A cor € estdvel em menos de 1 hora e a solugéo

tem absorvancia maxima a 510 nm.

PARTE 4

4.4.1- Efluentes- O efluente kraft E1 e o licor negro (diluigdo de 50 vezes) foram
fornecidos por uma inddstria de papel e celulose da regifio de Campinas, Sdo
Paulo, Brasil e o efluente téxtil utilizado foi coletado em uma indistria téxtil
situada no municipio de Santa Bérbara, regido de Campinas-SP. O efluente téxtil
bruto utilizado foi compostado e coletado diariamente por uma semana. As
amostras foram armazenadas sob refrigeragio a aproximadamente 4°C. Esse

ltimo efluente somente foi usado no tratamento com microrganismo.

4.4.2- Condicdes de tratamentos dos efluentes pelos microrganismos- Os
microrganismos foram primeiramente produzidos em meio liquido, em Erlenmeyer

de 125 mL com um volume de 50 mL do meio de cultura, em um pH em torno de
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7,1 sob agitacdo de 120 rpm por um periodo de 6 dias para as bactérias e 15 dias
para os fungos, anteriormente. Apés a produgdo dos sideréforos, colocou-se 50 mL
do caldo que continha o fungo ou a bactéria com os seus sideréforos, em um
erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de efluente papeleiro ou téxtil em um pH
em torno de 5,0 e deixou-se sob agitagio (180 rpm) por um periodo de 4 dias em
uma temperatura de 30°C. Os controles foram os seguintes: 1) colocou-se 50 mL
de agua deionizada e 100 mL de efluentes no erlenmyer de 250 mL sem
microrganismo e 2) adicionou-se 1 placa de petri com cultura dos fungos ou das
bactérias nos 100 mL de efluentes com 50 mL de 4gua deionizada sob a mesmas
condigdes e autoclavados a uma temperatura de 121°C por 15 minutos (teste de

adsorgéo).

4.4.3- Determinacio das atividades enzimiticas apés o tratamento dos
efluentes com micrdrganismos— Apbs um periodo de 4 dias de tratamento dos
efluentes, foram determinadas as atividades enzimaticas relacionadas com a
degradagdo de lignina e seus derivados (cloroligninas). As culturas ndo inoculadas
(controles) que continham os substratos lignoceluldsicos, foram utilizadas como
controles enzimaticos para descartar possiveis interferéncias com os métodos de
determinagdo das atividades. As atividades enziméticas foram determinadas
espectrofotometricamente e os resultados foram ekpressos em pmoles de substrato
oxidado durante um minuto, por mL de caldo filtrado (U/mL).

a) Lacase (Szklarz et al, 1989- modificado):

A atividade de lacase foi determinada utilizando seringaldazina como
substrato enzimatico. A oxidagdo da seringaldazina (gsyspm= 65.000 mmol.L'l.cm'l)
foi conduzida numa mistura de reagdo que continha 0,6 mL do caldo filtrado, 0,2
mL do tampéio acetato de sédio 50 mmol.L" (pH 5,0) e 0,1 mL de seringaldazina

1,0 mmolL" preparada em etanol. A reag&o' iniciou-se pela —a(‘lig:iio‘ da
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b) Lignina-Peroxidase (Tien e Kirk, 1984):

A atividade de lignina peroxidase (LiP).foi determinada pela oxidagdo do
alcool veratrilico (g3100m = 9.300 mmol”’cm™). A mistura de reagdo continha 0,6
mL de caldo filtrado, 0,2 mL de H,0, 2,0 mmol.L” ¢ 0,2 mL de uma solugdo de
alcool veratrilico 2,0 mmol.L” em tamp#o tartarato de sédio 0,4 mol.L”* (pH 5,0).
A reagéo foi iniciada pela adigéo do H,O, e o aparecimento do aldeido veratrilico
foi determinado medindo-se a absorvincia a 310 nm. A atividade de LiP seria
expressa em U/mlL.
¢) Manganés-peroxidase (Kumahara et al, 1984):

A atividade de peroxidase dependente de Mn (II) (MnP) foi determinada
pela oxidagdo do vermelho de fenol. A mistura de reagio (1,0 mL) continha 0,5
mL de caldo filtrado, 0,1 mL de lactato de s6dio 0,25 mmol™, 0,2 mL de albumina
bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO,4 2,0 mmol.L™, 0,05 mL de uma solugéo de H;0,
2,0 mmol.L" preparada em tampéo succinato de s6dio 0,2 mol.L™ (pH 4,5) e 0,1
mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada a 30°C durante 5 minutos e
a reagdo foi interrompida pela adigdo de 40 pL de NaOH 2,0 mmolL' A
absorvincia foi lida a 610 nm e a atividade de MnP seria expressa como
AAbs/mLmin.

4.4.4- Determinacdo do oxalato nos caldos filtrados dos microrganismos- A
determinagdo enzimética quantitativa da concentra¢do do oxalato foi realizada
utilizando-se um kit da Sigma - método no. 591. O método foi adaptado para medir
a concentracdo de oxalato nos caldos filtrados dos fungos e das bactérias, pois ele
¢ usado para medir oxalato em urina. O procedimento adotado foi o seguinte: em
um tubo de ensaio colocou-se 1 mL do reativo A [3-(dimetilamino) acido benzoico
- DMAB - 3,2 mmol.L", 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona - MBTH - 0,22
mmol.L" tamponado no pH = 3,1}, 0,5 mL do caldo filtrado do fungo ou da
bactéria, 0,5 mL do diluente [EDTA tamponado no pH 7,6], sendo que o pH neste
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ponto deve ficar entre 5,0-7,0, podendo ser ajustado com 4cido cloridrico a 1
mol.L" ou hidréxido de sédio a 1 mol.L™. Depois, adicionou-se 0,1 mL do reativo
B [Oxalato oxidase - 3000 U/L e peroxidase - 100,000 U/L] e imediatamente
~ misturou-se os tubos de ensaio. Foram incubados os tubos em temperatura em
torno de 25°C durante 5 minutos e, apos esse periodo, as amostras foram medidas
espectrofotometricamente a 590 nm. A concentrago do oxalato nos caldos
filtrados dos fungos e das bactérias foi calculado utilizando-se uma curva padrdo
com um reagente de oxalato de sédio (MERCK), cuja a equagdo da reta foi a
seguinte:
Y =0,00719 + 1,04365"X R =0,99848

4.4.5- Determinacdo da cor dos efluentes- A cor do efluente kraft E1 e do licor
negro foi determinada como no item 4.2.5. A determinagdo da cor do efluente
téxtil teve 0 mesmo procedimento dos efluentes mencionados acima, diferindo

apenas nas medidas espectrofotometricas, que foram a 425 nm e 480 nm.

4.4.6- Determinacio de fenéis totais do efluente kraft E1 e do licor negro- O
contetido de fendis totais nos efluentes tratados com os fungos e bactérias,
previamente filtrados, foi determinado pelo método padrio descrito pela Apha

(1989) com o reagente de Folin Ciocalteau (vide item 4.2.6).

4.4.7- Detecgiio dos sideréforos em meio liquido pelo método do CAS- método

descrito no item 4.3.7.

PARTE 5

4.5.1- Extragiio dos sideréforos do tipo catecolato- Foi feita uma extragdo
liquido-liquido com acetado de etila (q.s) ¢ 150 mL do caldo do filtrado do‘fungo
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G. Trabeum em pH 1,8, ajustado com HCI - 1 mmol.L" durante 4 dias (Page e von
Tingerstom, 1988 e Cox, 1994). Apds esse periodo, o solvente foi extraido em
rotavapor e guardado por 2 dias para a proxima etapa. A etapa seguinte foi a
separagdo dos catecolatos por cromatografia de camada delgada com aplicagio do
extrato em placas com silica gel G. Esse extrato foi diluido em 1,0 mL de acetato
de etila para-a aplicagdo nas placas e o sistema de solvente usado foi 68% de
tolueno e 32% de 4cido acético. Os indicadores usados para identificar as manchas
nas placas de silica foram o iodo sublimado e a luz ultra violeta. Essas manchas
(amostras) foram retiradas da placa com silica gel G diluidas em acetato de etila,
filtradas em papel de filtro e evaporadas no rotavapor. Depois foram analisadas
por espectrometria de massa, espectrometria do infravermelho ¢ pela técnica de

ressondncia magnética nuclear de hidrogénio.

4.5.2- Identificaciio dos sideréforos do tipo catecolato

a) Espectrometria de massa: Os espectros de massas das amostras (10 mg) foram
registrados a 70 eV em um espectrometro de massa VG AUTOSPEC, através da
técnica de ionizagdo por impacto de elétrons (EI).

b) Espectrometria do infravermelho (IV): O espectro de infravermelho das
amostras (10 mg) foi registrado entre 4.000 ¢ 500 cm?, utilizando filmes num
aparelho PERKIN ELMER 1430.

¢) Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN -'H): As amostras (10 mg)
para RMN de 'H foram preparadas por dissolugdo em CDCL/TMS. Os espectros
de RMN de 'H foram determinados em condigdes usuais nos seguintes
espectrometros: VARIAN (GEMINI - 300 e INOVA - 500) e BRUKER (AC
300/P).
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE 1

5.1-DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE FENOLOXIDASE.

A Desferrioxamina B ¢ um potente e especifico quelante de ferro e a
atividade de fenoloxidase do complexo DB/Fe(Ill) também foi detectada
espectrofotometricamente a 460 nm, sendo que nesse trabalho a atividade de
fenoloxidase apresentou maior em pH 3,0 na relagio de 2 moles de
- desferrioxamina B para 1 mol de Fe(IIl) e na relagdo de 1 mol de DB para 1 mol
de Fe(Ill) (Figura 11) sob temperatura entre 25°C a 30°C. A reagdo de Fenton
ocorre em meio acido (Fossey et al, 1995) e Raymond e colaboradores (1984),
mostraram que esse complexo € estavel sob varias condi¢des acidas. Assim, nesse
pH foi favorecido a reagdo de Fenton e ndo houve interferéncia na formagio do

complexo (Figura 12 e 13).

As figuras 12 e 13 mostram a cinética de formag¢do do complexo
desferrioxamina B/Fe(Ill). A relagdo entre a concentragdo desferrioxamina B e o
Fe(Ill) que apresentou maior atividade foi a de 2:1 (Figura 11). Apesar de 1
desferrioxamina B ser suficiente para proinover a ligagdo com 1 ferro-em todos os
seus sitios de ligagdo, a relagdo de 2 desferrioxamina B para 1 de Fe(IIl)
apresentou uma cinética mais rapida para a formagdo do complexo e,
consequentemente, para a atividade de oxidag@o da o-dianisidina (Figuras 12 e
13). A relagéo de 3 desferrioxamina B para 1 Fe (III) também foi testada e néo
obteve uma cinética mais rapida que a relagdo de 2:1 (resultado nfio mostrado).

Segundo Caudle e Cumbliss (1994), quando os trés grupos de hidroxamatos da



Resultados e discussdo 49

desferrioxamina B estdo ligados com todos os sitios de ligagdo do ferro, a medida
maxima no seu espectro é 430 nm. As mudangas nos valores de Ay na
espectroscopia do UV/Visivel promovem um conveniente método para monitorar o
equilibrio do complexo € de sua cinética. Portanto, o complexo apresentou-se

estavel em pH 3,0, confirmando o que foi observado por Raymond e colaboradores
(1984) (Figura 12 e 13).
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Figura 11- Efeito do pH na formacio do complexo DB/Fe(IIl) ¢ na reagiio de
fenoloxidacfio sobre a o-dianisidina no tampde citrato-fosfato 20 mmol.L ", pH 3,0.
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Figura 12- Cinética de formacio do complexo na relacio entre 1 mol de
desferrioxamina B para 1 mol de Fe(Ill) no tampio citrato-fosfato 20 mmol.L", pH
3,0. Os espectros foram obtidos na faixa de tempo de 0,5 a 3 minutos, a 460nm.
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Figura 13- Cinética da formac¢io do complexo na rela¢io entre 2 mol de
desferrioxamina B e 1 mol de Fe(III) no tampfo citrato-fosfato 20 mmol.L", pH 3,0.
Os espectros foram obtides na faixa de tempo de 0,5 a 3 minutos, a 460nm.
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Nesses experimentos foram testado dois tipos de tampdo e o complexo
DB/Fe(Ill) apresentou maior atividade de fenoloxidase na presenga do tampdo
citrato-fosfato em uma concentragio de 20 mmol.L™. Entretanto no tamp3o acetato
apresentou uma faixa de melhor atividade em uma concentragio de 20 a 70

mmol.L"" (Figura 14).

A concentragdo de 1,0 mmol.L? de o-dianisidina usada nas condigSes
experimentais apresentou-se saturada, isto €, a quantidade de substrato apresentou-
se em excesso. Portanto, a concentragdo do substrato ndo é um fator limitante na

faixa de concentragdo de 0,1 a 1,0 mmol.L* para a oxidagdo da o-dianisidina

(Figura 15).
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Figura 14- Efeito da concentracio do tampfo na regifio de formacio do complexo
desferrioxamina B e do Fe(IIl) e na atividade de oxida¢io da o-dianisidina, em pH
3,0.
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Figura 15-Cinética da saturacdo da solucio de substrato da reaciio de oxidaciio de o-
dianisidina do complexo DB/Ferro(Ill) no tampio citrato-fosfato 20 mmol. L, pH
3,0.

Estudos mostraram que o DB reduz Fe(Ill) a Fe(Il), pela reagdo com a
ferrozina ou o-fenantrolina. Lawrence (1970) e Lundborg (1988) determinaram a
formagdo do ion ferroso com a ferrozina e o-fenantrolina, respectivamente.
Utilizando-se esta mesma técnica, foi observado que houve aumento dos ions
ferrosos apos a formag@o do complexo DB e Fe(Ill), confirmando a conversdo de
Fe(IlI) para Fe(Il) pelo complexo DB/Fe(Ill) na regido de banda de absorg¢do 562
nm para a ferrozina ¢ em 510 nm para a o-fenantrolina (Figura 16A). O mesmo
resultado, usando a ferrozina, foi observado para somente uma molécula de acido
acetilhidroxdmico (AHA) .com o Fe(Ill) como mostra a figura 16B. Os mesmos
resultados foram observados para a desferrioxamina B por Solinas e colaboradores
(1996) e para sideréforos de Tyromyces palustris (Hirano, 1995) e de
Gloeophyllum trabeum (Goodeli et al, 1997). Os quelantes de ferro tém uma alta
afinidade por Fe(Ill) e possuem uma afinidade baixa por Fe(Il) (Raymond et al,
1984, Goodell et al, 1997) e, segundo Goodell et al, (1997) em pH abaixo da
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neutralidade os quelantes do G. trabeum possuem a capacidade de ligar-se e
reduzir o ferro e, logo apds, langar esse metal para ligar-se com um indicador de

Fe(Il), que ¢ a ferrozina.
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Figura 16- Cinética de formacio do complexo Fe(Il)/ferrozina e¢ do Fe(Il)/o-
fenantrolina, apés a complexacio do DB com o Fe(IIl) (A). Cinética de formacio do
complexoFe(Il)/ferrozina a partir do complexo AHA/Fe(IIT) (B).
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Foram examinadas as propriedades paramagnéticas de ferro na presenga do
quelante desferrioxamina B, em tampdo citrato-fosfato 20 mmol.L" e em pH 3,0
(Figuras 17A e 17B). A figura 17A mostra o sinal de EPR quando em presenga de
tampdo citrato-fosfato e Fe(Ill). Esse sinal é caracteristico de Fe(IIl), ja na figura
17B esse sinal desaparece, indicando a conversio do Fe(IIl) para Fe(Il). Portanto,
quando existe somente Fe(Il) na solugdo, o que se observa € uma reta sem nenhum
sinal, como foi mostrado por Klebanoff e colaboradores (1989). Os 6 picos
apresentados tanto na figura 17A quanto na figura 17B sdo uma contaminagdo por
mangéines do reagente cloreto férrico usado nos experimentos, como mostra o

espectro de fluoréscencia de raio-X (Figura 18).
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Figura 17- Espectros da técnica de EPR. Rela¢io de 2 mol de desferrioxamina para
1 mol de Fe(IIT) em tampio citrato-fosfato 20 mmol.L™, pH 3,0.
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Figura 18- Espectro de fluorescéncia de raio X do reagente cloreto férrico usado nos
experimentos.

Uma maneira de testar se o sistema DB/Fe(IIl) estava atuando da mesma
forma que a lacase é apresentado na tabela 1, que mostra a oxidagdo da o-
dianisidina e da seringaldazina pelos respectivos sistemas, visto que o complexo
DB/Fe(Il), o Fe(Ill) e o Fe(Il) ndo apresentaram oxida¢do da o-dianisidina no
periodo de 3 minutos em pH 3,0. Esse resultado corrobora a menor afinidade de
sideroféros (hidroxamato) por Fe(Il) e a importincia da formagdo e conversdo do
complexo férrico para o complexo ferroso nesse pH (Raymond et al, 1984).

Estudos tém mostrado que, de maneira geral, é energeticamente
desfavoravel para o ferro ser liberado, devido a intensa estabilidade do complexo
com o sider6foro (Raymond et al, 1984; Caudle et al, 1994). Entretanto, a
elucidagdo do mecanismo de liberagdo do ferro do sideroféro é um problema
significativo relatado para a quimica bioldgica de sideroféros e para ligantes com
Fe(Ill) em geral (Caudle er al, 1994). Klebanoff e colaboradores (1989)-

apresentaram resultados similares, relacionados com a reagdo de oxidagdo da
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o-dianisidina, e sugeriram a aceleragio da oxidagdo do Fe(Il) por DB e a
dependéncia do pH para gerar radicais hidroxila (Klebanoff et al, 1989).
A figura 19 mostra que, para o sistema DB/Fe(Ill) na presenga de

ftalhidrazida ocorre quimioluminescéncia, indicando a presenga de radicais OH .

Esse método é muito seletivo porque a reagdo de hidroxilagdo é especifica para
hidroxila. Ele ftalhidrazida

quimioluminescente com radicais hidroxila formando o A4cido hidroxiftalico

radicais baseia-se na reagdo da ndo
hidrazida (nfo € possivel determinar a posigdo exata da hidroxila no anel
aromatico) pela oxidagio deste composto, o qual emite quimioluminescéncia
(Figura 20) (Reitberger e Gierer, 1988; Wu, 1995; Walker et al, 1999). A figura 20
mostra a sugestio de um mecanismo hipotético desta reagdo de hidroxilagio da

ftalhidrazida formando este composto acido.

Tabela 1- Oxidaciio de substratoes pela Lacase e pelo complexo DB/Fe(III).

Substrato | Lacase (a) | DB/Fe(Ill) | DB/Fe(Il) | DB/Fe(Il) Fe(IIT) Fe(Il)
pH45% | pH3,09 | pH3,09 | pH7,09 | pH3,02 | pH3,0?

o-Dianisidina | 1,02U/L 3,40U/L 0 3,30U/L 0 0
(lmmol. L™ x

460 nm) (b) ‘
Seringaldazina | 0,653U/L 1,54U/L ND(d) ND(d) ND(d) ND(d)
(0,5mmol.L! x

525 nm) (¢)

(a)- Soluciio estoque de lacase (SIGMA): 1mg/0,SmL (1mg sélido = 2350)
Unidades adicionadas segundo o peso de sélido = 1U/mL no ensaio.
(b)- Absortividade molarsonm = 29400 mol'.L.cm™ em dgua deionizada(Szklarz et al,

1989).

(¢)- O metanol foi o solvente usado. Absortividade molars;s,, = 65000 mol”.L.cm™
em metanol (Szklarz ef al, 1989).
(d)- Nio determinado

(1)- Reagiio feita em tampio acetato - 50 mmol. L.

(2)- Reaciio feita em tampio citrato-fosfato - 20 mmol.L™.
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Figura 19- Contagem da quimioluminescéncia em fungio do tempo. DB/Fe(IIl), DB
e Fe(IIT) no tampio citrato-fosfato 20 mmol.L”, pH 3,0 e, apés 1 minuto, adicionou-
se Na,COja pH 11 e ftalhidrazida.
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Estudos prévios, usando a o-dianisidina como substrato, mostraram que a
adicdo de FMN afeta significativamente a atividade de oxidase de DB/Fe(Ill)
(Figura 21). Medidas de potencial redox para complexos de sideréforos com o
Fe(Ill) obtidos por voltametria ciclica mostra que os sideroforos do tipo
hidroxamato geralmente t€m potenciais de redugdo que é alcangado por vérios
redutores bioldgicos (Raymond et al, 1984; Adjimani e Owusu, 1997). Moody e
Dailey (1983) observaram uma redugdo de citrato férrico extraido da bactéria
Rhodopseudomonas sphaeroides, o qual aconteceu uma reagdo de redugdio ndo
enzimatica de Fe(Ill), dependente da concentragdo de FMN. Assim, procurou-se
explorar asl‘prc")priedades de uma redugfo ndo enzimatica DB/FMN e observou-se
que no pH 3,0 a desferrioxamina B ¢ capaz de reduzir o Fe(Ill) a Fe(II), gerar o
radical hidroxila e a FMN atua favorecendo este sistema. A figura 21 mostra que o
FAD ndo favoreceu ao sistema como a FMN. Resultados similares foram obtidos
pelos autores Adjimani € Owusu (1997). Outros resultados foram obtidos
posteriormente com um outro substrato, ou seja, o efluente kraft E1 (ver a

complementagdo desta discussdo nas figuras 31A e 31B, paginas 73 e 74).
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Figura 21- Efeito do FMN e do FAD no sistema DB/Fe(IIl) usando a o-dianisidina

como substrato.
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6.1- CONCLUSOES PARCIAIS

PARTE 1

v A conversdo do Fe(IIl) para o Fe(Il) é promovida pelos modelos de sideréforos
‘do tipo hidroxamato, como a desferrioxamina B e o 4cido acetilhidroxamico,
que € um indicativo da ocorréncia da reagdo de Fenton.

v A capacidade do sistema DB/Fe(III) para gerar radical hidroxila com a redug&o
do Fe(III) foi demonstrada.

v A baixa afinidade dos modelos de sideroféros do tipo hidroxamato pelo Fe(II) e

a conversdo do Fe(Ill) para o Fe(II) pelo complexo parecem ser importantes

para a oxidagéo da o-dianisidina.
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PARTE 2

5.2- DEGRADACAO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS.

A figura 22 apresenta a degradagio do efluente kraft E1 pelo complexo
DB/Fe(IlI). Os picos do cromatograma correspondentes ao efluente tratado com
DB/FeCl; ¢ DB foram dc;si’ocados em relagdo ao efluente controle, mas as areas
dos mesmos, apds integragdo, nfo sofreram diminui¢do. Indicando uma
degradagdo da clorolignina sem mineralizagio. Entretanto em relagdo ao tratado
duas vezes com DB/Fe(Ill) houve um aumento na area. Isso se deve a um novo
cromoforo que aparece na regifio de 280 nm, como determinado por
cromatogramas de HPLC no tempo de retengdo de 12,1 minutos (Figura 23). A"
area do efluente tratado com DB/FeCl; teve um aumento de 73,7%. Quando o
sistema de fenoloxidase de DB com o Fe(1II) atua sobre o efluente kraft E1, h4 um
aumento da cor e do teor de fénois totais e, apés 72 horas, comega a cair. Isso
pode ser devido a degradagdes iniciais sofridas pela clorolignina. A concentrago
de Fe(Ill) do efluente kraft E1 é de 1,16 x 10 mol.L", como mostra a tabela 2,

sendo suficiente para complexar com o DB e formar croméforos.
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Figura 22- Distribuicio de massa molar em sephadex G-50 (1,5 x 60 cm) das
cloroligninas em um efluente kraft E1; tratado com DB/FeCl; e DB por duas vezes,
durante 96 horas em temperatura ambiente. A coluna foi eluida com NaOH-LiCl 0,1
mol.L"', com um fluxo de 0,66 mL.min™.

Tabela 2- Concentracdo de ferro (IIT) no efluente kraft E1 e no licor negro.

Efluentes

Concentragio de Fe (IIT)

Efluente kraft E1

1,16 x 10* mol. L.

Licor negro ( Diluigdo 100X ) 0,53 x 10*mol.LL*




Resultados e discussdo 65

A
[+]
©
© e
©
T —
T |
v B
o
1 I
C
b
o
~
n
o
1} | '
2 D
g ©
<
@ 8
< o

Figura 23- Cromatogramas de HPLC. Fase reversa usando uma coluna C-18
bondapack (30 cm). Os compostos foram eluidos com tampio citrato-fosfato pH 3 -
20 mmol.L" a um fluxo de 0,60 mL.min" e detectados por absorcéiio no ultravioleta a
280 nm.O primeiro ¢ o efluente kraft E1(A), o segundo o efluente kraft E1 + DB (B),
o terceiro o efluente kraft E1 + DB + FeCl; (C) e o quarto o DB + FeCl; (D).
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Foi feito 0 mesmo estudo com o licor negro e apds o tratamento com
DB/Fe(IIl) na presenga de oxigénio, este ndo sofreu mudangas significativas nas
concentragdes de fenois totais e nem na cor. Entretanto, a distribui¢do de massa
molar sugeriu mineralizagio em torno de 10% (Figura 24). A figura 24 mostra o
deslocamento dos picos e uma diminui¢do de suas 4reas, sendo que as éareas dos
cromatogramas foram integradas, obtendo assim uma redugdo de 50,2% para o
efluente tratado com DB/FeCl; e 46,5% para o efluente tratado somente com DB,
em relagdo a area do efluente controle. A diminuigéo de area do efluente, tratado
somente com DB, ¢ devido & concentragdo de Fe(II) ser de 0,53 x 10™ mol.L™ no
licor negro em uma diluigio de 100 vezes (Tabela 2). Assim essa concentragdo de
ferro € quantidade suficiente para formar um complexo de coordenagiio com DB e
para provocar a degradagdo do efluente (Figura 24). Entretanto, aps o tratamento
com DB/FeCl; ¢ DB, ambos apresentaram um precipitado quando foram filtrados
em membrana Millipore. Essas membranas foram secadas e pesadas, obtendo um
residuo de 0,0024 gramas e 0,0014 gramas, respectivamente. Esses residuos foram
diluidos com NaOH 0,001 mol.L" e passados na coluna cromatografica Sephadex,
novamente (Figura 25). As areas foram integradas e somadas as suas areas
correspondentes. Portanto, além de ter ocorrido na lignina uma quebra de ligages
B-aril éter, uma abertura do anel aromatico e desmetoxilagdes, houve 15,1 % e
5,4% de degradagdo até CO, e H,O (mineralizagdo). Atualmente, existem poucos
trabalhos mostrando as propriedades oxidativas de compostos do tipo sideréforos
atuando em materiais lignoceluldsicos e madeira (Duran e Machuca, 1995,
Santiago et al, 1996, 1997, Goodell et al, 1997, 1998, Parra et al, 1998abc;
Paszcynski et al, 1999).
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Figura 24- Distribuicfio de massa molar em sephadex G-50 (1,5 x 60 cm) das ligninas
em um efluente do tipo licor negro; tratadoe durante 96 horas, em temperatura
ambiente ¢ com a adicio de duas vezes de DB/Fe(IIl) ¢ DB nos sistemas
correspondentes. A coluna foi eluida com NaOH-LiCl 0,1 mol.L”, com um fluxo de

0,66 mL.min".
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Figura 25- Distribui¢io de massa molar em sephadex G-50 (1,5 x 60 cm) das ligninas
em um efluente do tipo licor negro, tratado durante 96 horas, em temperatura
ambiente ¢ com adicio de duas vezes DB/FeCl; e DB nos sistemas correspondentes.
Residuo retido em membrana de millipore, apés filtracido, diluido em 0,001 mol.L"!
de NaOH. A coluna foi eluida com um fluxo de 0,66 mL.min".
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A degradagdo da clorolignina foi estudada pela emissdo de fluorescéncia
usando uma determinada concentra¢fo dos modelos (DB e AHA) com Fe(III). Os
resultados estdo mostrados nas figuras 26A e 26B, sendo que os resultados
‘apresentados na figura 26A mostram que todos os sistemas ndo obtiveram um erro
relativo mator que 8% (em triplicatas). Nos resultados da figura 26B, o erro
relativo foi menor que 5%, considerando triplicatas de cada amostra. As
cloroligninas encontradas no efluente kraft E1, mostraram ter um decréscimo de
85% na fluorescéncia quando submetidas ao tratamento com os ligantes (DB e
AHA) e o Fe(Ill), e um decréscimo de 65% quando tratada somente com Fe(IIT).
Isso também se deve ao fato de que no efluente encontram-se compostos fenélicos
capazes de quelar o ferro e produzir a oxidagdo destes (Figuras 26A e 26B). O
mesmo estudo foi realizado, substituindo-se agua deionizada por tampéo citrato-
fosfato, obtendo, assim, a constituigdo original do sistema. Nenhuma altera¢do na
degradagdo da clorolignina através do DB foi observada em relagio a utilizagdo da
agua, como mostrado na figura 27. Um experimento semelhante, utilizando tampéo
citrato-fosfato e AHA, néo foi realizado, devido a interferéncia que este tampio
causa no sistema, provavelmente devido a baixa afinidade do complexo
AHA/Fe(Ill) em comparagdo ao complexo citrato/Fe(Ill), isto é, o tampdo que

contém citrato complexa o Fe(lIl) primeiro que o AHA.
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Figura 26- Espectros de emissio de fluorescéncia do tratamento do efluente kraft E1
com DB[2,0 mmol.L-l]/Fe(I]I) [0,90 mmol.L'] em H,O deionizada, pH= 3,0 (A).
Espectro de emissdo de fluorescéncia do tratamento do efluente kraft Elcom
AHA[6,8 mmol.L"|/Fe(IIT) [0,90 mmol.L"' | em H;O deionizada, pH= 3,0 (B).
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As Figuras 26A e 26B também mostraram que a adigdo do perékido ndo
interferiu nos sistemas, sugerindo que j& havia sido formado peréxido de
hidrogénio suficiente no meio de reagfo. Segundo Kirk e colaboradores (1991),

uma auto-oxidagdo do Fe(Il) ¢ dependente do pH, produzindo peréxido de
| hidrogénio. Em 1993, Leanderson e Tagesson mostraram que 0S cOmMPpOStOS
fenolicos, ao se auto-oxidarem, promovem a produgdo de peréxido de hidrogénio.
Foram usados métodos para dosar a concentragdo de peréxido nesses sistemas,
mas nenhum deles mostraram-se conclusivos, sendo os métodbs usados o da
iodometria e o da escopoletina. A iodometria é um método volumétrico que
envolve oxidagdo de ions iodeto (Baccan ef al, 1985) ¢ o método da escdpoletina
consiste em uma oxidagdo da escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicoumarina) pela
peroxidase. Existindo peréxido de hidrogénio na solugdo, ocorre uma perda na
emissdo de fluorescéncia a 460 nm quando a excitagdo a comprimento de onda de
350 nm (Root ef al, 1975). Nesse caso, tanto o ion iodeto como a escopoletina
reagem parcialmente com o ferro, mascarando a quantidade real de peréxido de

hidrogénio (dados ndo mostrados).
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Figura 27- Espectros de emissdo de fluorescéncia do sistema de efluente kraft E1
tratado _fom DB(2,0 mmol.L_l]/Fe(Il]) [0,90 mmol.L'] em tampdo citrato-fosfato 20
mmol.L. e pH 3,0.

Outro experimento foi feito usando uma lignina dioxano como substrato.
Este mostrou resultados similares, ou seja, houve um decréscimo de 90% da
lignina, apds o tratamento com o AHA/Fe(Ill) e DB/Fe(1ll), ¢ um decréscimo de
60% da lignina, ap6s 24h com o tratamento somente com o Fe(Ill) (Figura 28A e
28B). Estudos com outros modelos (acido 2,3- diidroxibenzéico e acido acético
3,4-diidroxibenzdico) também foram feitos sob as mesmas condi¢des em nosso

laboratério e apresentaram resultados semelhantes (Duran et al, 1998).
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Figura 28- Espectros de emissiio de fluorescéncia do sistema de lignina tratada com
DB[0,30 mmol L"}/Fe(II) [0,13mmol L'] em H,0 deionizada pH= 3,0 (A). Espectro
de emissio de ﬂuorescencla do sistema de lignina tratada com AHA[0,80 mmol L
'1/Fe(T) [0,13 mmol L] em H,O deionizada, pH= 3,0 (B).
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A cinética de degradagéo da clorolignina (efluente kraft E1) pelo tratamento
com os ligantes e o Fe(Ill) mostrou ser mais eficiente que com o tratamento
somente com o Fe(III). O tratamento com DB/Fe(III) é muito mais rapido do que o
tratamento com AHA/Fe(IIl). Isso é devido a constante de afinidade do DB pelo
Fe(III) ser muito maior que a constante de AHA (Figuras 29 e 30).

Os resultados mostram que, além da complexagdo desses ligantes com o
ferro, ocorre a degradag@o oxidativa da clorolignina, como mostra a técnica de
fluorescéncia (Figuras 26, 27, 28, 29 e 30). Isso confirmou-se em um experimento
com FMN (Flavina mononucleotidica) que aumentou significativamente a reagdo
de degradagdo da clorolignina, isto €, o FMN favoreceu a transferéncia de elétrons

nos sistemas (Figuras 31A ¢ 31B).
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Figura 29- Cinética da degradacio da clorolignina (efluente) pelo complexo DB[0,58

mmol L_l]/Fe(III)[O,33 mmol L-l] medida pela perda de emissio a 474 nm de
fluorescéncia quando a excitacdo foi feita a 360 nm.
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Figura 30- Cinética da degradacio da clorolignina(Efluente) pelo complexo

AHA[2,Immol L [/Fe(I){0,33mmol L] no intervalo de 0 a 8 minutos (A) e no
intervalo de 0 a 24 horas (B) medida pela perda de emissio a 474 nm de
fluorescéncia quando a excitacdo foi feita a 360 nm.
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Adjimani e Owusu (1997) mostraram uma redugdo ndo enzimatica de
sideroforos/Fe(IlI), nos quais incluem a DB/Fe(Ill), dependente de NADH/FMN,
sendo que esses autores reconhecem que esse mecanismo nio ¢ bem
compreendido. Eles sugerem a transferéncia de elétrons em seqiiéncia do NADH
para a FMN e para o receptor de elétrons, que € o sideroforo/Fe(Ill). Os resultados
das figuras 21, 31A e 31B mostram que a transferéncia de elétrons é dependente
somente da FMN, sendo que o complexo sideroféro/Fe(Ill) ndo é somente um
receptor de elétrons, mas também um fornecedor de elétrons para os sistemas (pH
3,0). As figuras 31A e 31B também mostram que no efluente kraft E1 existem
compostos fendlicos, que complexados com o ferro adicionado ou com o ferro que
ja existe no efluente, sdo capazes de funcionar como fornecedores de elétrons para
o sistema no pH 3,0, mas nfo tdo eficientemente como a DB/Fe(llI). O complexo
AHA/Fe(IIl) ndo apresentou tanta eficiéncia quanto o DB/Fe(Ill) no sistema, mas
provavelmente ¢ devido a competicdo entre os compostos fendlicos que

prejudicam a transferéncia de elétrons por esse complexo ( Figura 31B).
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Figura 31- Espectros de fluorescéncia do efeito da FMN [3x10° mol.L™] com o
complexo DB[0,03 mmol.L'] /Fe(II)[0,03 mmol.L"] sobre o efluente kraft E1 (A).
Espectros de fluorescéncia do efeito da FMN [3x10° mmoLL"] com o complexo
AHA[0,19 mmol.L"]/Fe(III) [0,03 mmol.L] sobre o efluente kraft E1 (B).
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6.2- CONCLUSOES PARCIAIS

PARTE 2

v A atividade de fenoloxidase dos complexos AHA/Fe(Ill) e DB/Fe(Ill) tem um
efeito sobre a lignina e clorolignina dos efluentes. Assim, ¢ possivel concluir
que esses compostos podem atuar nas ligninas e nos seus derivados,
encontrados nos efluentes, com a vantagem desses complexos atuarem
simultaneamente como quelantes e também como sistema mimético de
fenoloxidase.

v A desferrioxamina B, que ¢ um tipo de sideréforo, quando complexada com
ferro (III), apresentou atividade de fenoloxidase. Portanto, esse complexo
degrada cloroligninas e ligninas a compostos menores, podendo chegar até CO,
e H,O (mineralizagdo). Consequentemente, pode ocorrer a descontaminagio do

efluente kraft E1 e do licor negro.
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PARTE 3

S.3- SE’LECAO DE MICRORGANISMOS NA PRODUCAO DE
SIDEROFOROS

Uma sele¢do de microrganismos produtores de sideréforos foi feita
baseando na literatura. Os fungos de decomposigdo branca, Trametes versicolor,
Trametes villosa e Lentinus edodes foram escolhidos devido a sua conhecida
utilizagdo em tratamento de efluentes industriais citados recentemente por alguns
autores (Esposito et al, 1991,1992, Rodriguez et al, 1992, Duran et al, 1994,
Mehna et al, 1995, Manzanares et al, 1995, Soares e Duréan, 1998). Os quelantes
derivados do fenolato do fungo de decomposi¢do marron Gloeophyllum trabeum,
foram isolados por Goodell e colaboradores (1997) e mostraram uma elevada
afinidade pelo Fe(Ill), e uma importante reducdo mediada por esse metal em
processo ciclico redox em valores abaixo da neutralidade. A bactéria Azotobacter
vinellandi produz o sideréforo do tipo catecolato, 2,3-diidroxibenzéico (2,3-
DHBA, Page e Huyer, 1984), azotoquelino (N, N’ bis (2,3-diidroxibenzoil-L-
lisina, Corbin et al, 1969), aminoquelino (2,3-diidroxibenzoil-putrescina, Page e
Von Tigeststrom, 1988) e protoquelino, que é um tricatecolato isolado
recentemente por Cornish e Page (1995). Os sideréforos de cor amarelo-verde sio
produzidos pelas Pseudomonas fluorescence e sdo chamados de pioverdinos
(Hamdan et al, 1991). Portanto, os microrganismos selecionados foram os
seguintes: T. versicolor, T. villosa, L. edodes, G. trabeum, A. vinellandi e P.
Sluorescence. A selegio foi feita usando trés meios seletivos, ou seja, indicou-se a
formagdo de um halo alaranjado nos dois primeiros meios de cultura com CAS e
no terceiro uma coloragdo alaranjada somente na parte em que foi acrescentado
CAS, que € de cor azul, sendo que esses microrganismos apresentaram uma

produgdo significativa de sider6foros no periodo de 10 dias. Esses resultados estdo
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descritos nas tabelas 1 e 2, nos quais o namero de cruzes equivale a uma
estimativa da 4rea formada pela cor alaranjada, isto é, seis cruzes representam 39
mm’ de 4rea e uma cruz representa 5 mm?. Resultados similares com Lentinus
edodes, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium (Rodriguez et al,
1997a), Ganoderma applanatum (Parra et al, 1998), Poria cocos, Laetiporeus
sulfures, Merullius  tremellosus, Pycnoporus coccineus, Phanerochaete
chrysosporium, Poria medula-panis e Trametes versicolor (Machuca e Milagres,
1998) foram obtidos recentemente. No periodo de 25 dias, as placas ja estavam
praticamente tomadas pela cor alaranjada para todos os fungos e bactérias. Os
meios de culturas propostos foram somente baseados nos métodos descritos por
Schwyn e Neilands (1987), Cox (1994) e Buyer e Sikora (1990). Os 1ltimos
autores afirmam que a sacarose, coino fonte de carbono, e o casominoacido, como
fonte de nitrogénio no meio de cultura, favorecem o crescimento rapido e a
produgdo de sideréforos de uma variedade de bactérias e fungos. O extrato de
malte 2% foi acrescentado devido a significativa produgdo de sideréforos nesse
meio, mostrada por Rodriguez e colaboradores (1997a), Parra e colaboradores
(1998abc), Machuca e Milagres (1998).

Tabela 3- Determinacfio da producfio de sideréforos por fungos em trés meios de
cultura sflidos em placa adicionado CAS no periodo de 10 dias.

G. trabeum L.edodes T.villosa T. versicolor
Meio de cultura sélido -+ + ++ -+
@
Meio de cultura sélido A+ 4+ 4+ o+
@)
Meio de cultura sélido ND ++ - +
3)
ND- N3o determinado.
-+ = 39 mm? +H++ = 32 mm? ++++ = 25 mm? ++ = 19 mm?

++ =12 mm? +=5 mm?
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Foi feito um estudo sobre fontes de carbono para a produgdo dos
sider6foros em meio liquido e a sacarose mostrou ser a mais eficiente para esses
microrganismos, porém o fungo T. villosa apresentou uma maior produgio com a
glicose (Figura 35B e Tabela 4).

As figuras 35A e 35B mostram nos a cinética da produgio de sideréforos
em meio liquido pelos fungos, sendo que a melhor produgio foi entre 0 142 ¢ a 162
dia tanto no meio com a sacarose como no meio com glicose. Portanto, as culturas
eram retiradas no 15° dia. Entretanto, as bactérias alcangaram a maior produgio
em torno do 6° dia no meio com glicose e no meio com sacarose. Somente A.
vinellandi e P. fluorescence mantiveram-se com alta produgio nesse dia, portanto,
as culturas eram retiradas nesse dia para serem usadas nos tratamentos dos
efluentes industriais (Figuras 36A e 36B).

G. trabeum foi um dos fungos que apresentou maior produgdo de
siderdforo pelo meio de cultura sélido e liquido (Tabelas 3 e 5). T. versicolor
também foi um bom produtor de sider6foro nos meios usados e 7. villosa
apresentou mais eficiéncia na produg@io no meio de cultura sélido 3 (Tabela 3),
sugerindo algumas modificagSes no meio de produgdo para esse fungo. L. edodes
ndo se mostrou muito eficiente na produgdo de siderdforos pelo meio sdlido
(Tabela 3), enquanto que no meio liquido ele mostrou ter uma boa produgdo
(Tabela 5). As bactérias mostraram ser muito boas produtoras de sider6foros, tanto

no meio solido quanto no meio liquido (Tabelas 4 ¢ 5). -
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Figura 35- Cinética de produciio dos sideréforos pelos fungos usando a sacarose
como fonte de carbono (A). Cinética de produgio dos siderdforos pelos fungos
usando a glicose como fonte de carbono (B).
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Figura 36- Cinética de producdo dos sideréforos pelas bactérias usando a sacarose
como fonte de carbono (A). Cinética de produciio dos sideréforos pelas bactérias
usando a glicose como fonte de carbono (B).
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Tabela 5- Determinacio da mdxima producio de sideréfororos por fungos e
bactérias com duas fontes de carbono medido pelo método liquido do Chromo
Azurol.

Microrganismo Fonte de carbono Unidades de CAS (%)
L. edodes Sacarose 44
Glicose 27
T versicolor Sacarose 35
Glicose 36
T villosa Sacarose 29
Glicose 34
G. trabeum Sacarose 76
Glicose . | 50
A. vinellandi Sacarose 82
Glicose 65
P. fluorescence Sacarose 90
Glicose 88

No teste de identificagdio de sider6foro do tipo catecolato (teste de Arnow,
1937) G. trabeum apresentou uma leitura de absorvancia de 0,2 para o meio com
sacarose ¢ 0,13 para o meio com glicose, sendo que L. edodes e T. versicolor
apresentaram somente no meio com sacarose a absorvincia de 0,07 e 0,05,
respectivamente, mas 7. villosa apresentou zero de absorvancia (Tabela 6). Esses
resultados confirmaram o que foi mencionado por Goodell e colaboradores (1997),
que mostraram a produgdo de sideréforo do tipo catecolato (fenolato) pelo fungo
G. trabeum e também confirmaram o que foi observado por Rodrigues e
colaboradores (1997a), que foi a produgdo de catecolatos pelos fungos 7.
versicolor e L. edodes. A possivel produgdo adicional de 4cido hidroxdmico, ou
quelantes de fungOes mistas, por G. trabeum ndo foi investigado por Goodell e

colaboradores (1997). Os fungos de decomposi¢do branca L. edodes e T.
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versicolor apresentaram uma quantidade muito pequena de sideréforo do tipo
catecolato, sendo que esse tipo de sideréforo ja foi observado em culturas de
Phanerochate chrysosporium e Coriolus versicolor por Fekete e colaboradores
(1989a). Entretanto, todas as bactérias apresentaram leituras de absorvancia em

torno de 0,2, tanto no meio com sacarose quanto no meio com glicose, como
mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Determinacfio dos sideréforos do tipo catecolato produzido pelos fungos e
bactérias pelo teste de Arnow (1937).

Microrganismo Fonte de carbono As10mm
L. edodes Sacarose 0,07
Glicose ND
T. versicolor Sacarose 0,05
Glicose ND

T. villosa Sacarose 0

Glicose ND
G. trabeum Sacarose 0,2
Glicose 0,13
A. vinellandi Sacarose 0,20
Glicose 0,20
P. fluorescence Sacarose 0,20
Glicose 0,12

ND- Néo determinado

O teste de identificagdo de sideréforos do tipo hidroxamato (teste Csaky,
1948) deu positivo para a bactéria P. fluorescence e para os fungos G. trabeum, T.
villosa, L. edodes e T. versicolor. A literatura menciona que os quelantes do tipo
catecolato sdo produzidos mais freqiientemente por bactérias e os quelantes do tipo
hidroxamatos sdo produzidos por fungos. Assim, os fungos estudados
apresentaram producdo de sideréforo do tipo hidroxamato (Goodell et al, 1997).
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Mas, quem apresentou maior produgio de sideréforos do tipo hidroxamato foi a

bactéria P. fluorescence e os fungos apresentaram uma pequena quantidade desse
tipo de sideréforo (Tabela 7).

Tabela 7: Determinacfio dos sideréforos do tipo hidroxamato produzido pelos fungos
e bactérias pelo teste de Csiky (1948).

Microrganismo Fonte de carbono Aso6nm
L. edodes Sacarose 0,05
Glicose ND
T. versicolor Sacarose 0,09
‘Glicose ND
T villosa Sacarose 0,08
Glicose ND
G. trabeum Sacarose 0,10
Glicose 0,12
A. vinellandi Sacarose 0
Glicose 0
P. fluorescence Sacarose 0,15
Glicose 0,13

ND- Nio determinado.
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6.3- CONCLUSOES PARCIAIS

PARTE 3

v Os meios de cultura sélido e o meio de cultura liquido usados foram adequados
para fornecer uma idéia dos fungos e das bactérias mais eficientes na producdo
de sideréforos. O método de CAS em meio liquido confirmou os resultados
obtidos pelo método de CAS em meio sélido, apesar de uma variagdo para o
fungo L. edodes. |

v As condigSes determinadas para a produg#io de sideréforos em meio liquido
apresentaram os melhores resultados para os seguintes fungos e bactérias: G.
trabeum, T. versicolor, A. vinellandi e P. fluorescence.

v Os métodos quimicos permitiram a identificagdo do grupo (hidroxamato ou

catecolato) de sideroforo que cada fungo ou bactéria produzia.
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PARTE 4

5.4- APLICACAO DOS MICRORGANISMOS SELECIONADOS NO
TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS.

A aplicag@o desses microrganismos nos efluentes papeleiro (kraft E1 e licor
negro) e téxtil, com as condi¢des ajustadas para a produgio e geragdo dos radicais
hidroxilas pelos siderd6foros, apresentou resultados significativos na descoloragio
desses (Figuras 37, 38, 39 e 40). O meio de cultura sem adigdo de Fe(IIl), usado na
produgdo de siderdforos de G. trabeum e da A. vinellandi, apresentou uma
adequada produgdo e obteve uma descoloragio eficiente dos trés efluentes, como
mostram as Figuras 37, 38 e 39. Entretanto, no meio de cultura apos a adigdo de 1
mmol. L' de Fe(Ill) ndo houve produgdo de sideréforos. Consequentemente,
obteve'-sé uma baixa descoloragio dos efluentes (Figuras 37, 38 e 39), ou seja, a
produgdo dos sideréforos dos microrganismos no meio de cultura foi reprimida
quando somada a uma alta concentragdo de ferro. Isso ocorreu porque os
sider6foros produzidos por todos os microrganismos aerdbios e anaerdbios
facultativos, com algumas excegdes, normalmente s3o reprimidos por alta
concentragdo de ferro no meio (Guerinot, 1994).

A atuagdo dos sideréforos da bactéria A. vinellandi foi bastante
significativa, principalmente no licor negro, pois, no meio liquido, sem adigdo de
Fe(Ill) obteve-se uma descoloragdo de 96% enquanto que o meio liquido com
adii;ao de Immol.L" de Fe(Ill), inibindo a produ¢do do sideréforos, obteve-se

somente 15% de descoloragdo (Figura 40).
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tratamento deste efluente em processos combinados com fotocatalise (Esposito et
al, 1992, Duran et al, 1994). Rodriguez e colaboradores (1992) mostraram que a
enzima manganés-peroxidase tem um pequeno efeito na descoloragdo do efluente
papeleiro kraft E1 e sugeriram a atuagio de outras enzimas. Manzanares e
colaboradores (1995) mostraram uma descoloragdo em efluentes de industria
papeleira de 70% com o fungo 7. versicolor. Detectaram também atividades
enzimaticas de lacase ¢ manganés-peroxidase. Mehna e colaboradores (1995)
observaram 92% de descoloragdo de efluente papeleiro com o T. versicolor. T.
villosa também apresentou atividade enzimatica de lacase em torno de 1U.L’!
(Tabela 8) antes do tratamento. Apds o tratamento sua atividade enzimatica
aumentou (Tabela 9). Consequentemente, houve uma eficiente descoloragdo do
efluente papeleiro kraft E1 (Figura 37) e do efluente téxtil (Figura 40) , sendo que
esse fungo apresentou uma baixa produ¢do de sideréforos (Tabela 10). Soares e
colaboradores (1998) mostraram uma descoloragio de 70-80% do efluente
papeleiro kraft E1 com o fungo T. villosa. Enquanto, que é descrito na literatura
tratamentos de efluente t€xtil somente com o fungo Trametes versicolor . Knapp e
Newby (1999) utilizaram o fungo Coriolus versicolor para descolorir um efluente
contendo um cromoforo diazo acoplado e o resultado apds o tratamento foi de 70 a

80% de descoloragdo.

Tabela 8- Determinacio da atividade enzimdtica média da lacase antes do
tratamento dos efluentes industriais usando a serigaldazina como substrato.

Microrganismos Atividade enzimética (U.L")
Meio liquido sem Meio liquido com a adigéo de
- Fe(1II). 1mmol.L" Fe(TD).
L. edodes 0,74 0,77
T. versicolor 13,00 13,20
T. villosa 1,00 1,43
G. trabeum 0,04 0,04
A. vinellandi 0 0
P. fluorescence 0 0
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A bactéria P. fluorescence apresentou uma significativa produgdo de
sider6foros, (Tabela 10), mas n@io descoloriu os efluentes (Figuras 37, 38 e 39).
Isso pode ser devido ao tipo de sideréforo que ela produz (pioverdino) que,
segundo Coffman e coldboradores (1990), ¢ usado para prevenir a reagdo de
Fenton em pH neutro. Assim, conclui-se que ele também ndo favorece a geragdo
de radicais hidroxil nas condigdes usadas. Enquanto que Dao e colaboradores
(1999) produziram o pioverdino de uma Pseudomonas aeruginosas e sugeriram
que com a produgdo dele houve uma maior suceptibilidade do microrganismos a
danos oxidativos (Dao ef al, 1999). Outra hipétese que pode ser sugerida é que o
pH, apds a produgdio do sideréforo da P. fluorescence é em torno de 8,0 (Tabela
11). Entdo, o pH nos tratamentos dos efluentes industriais nio permanece nas
condigles para gerar radicais hidroxil, ou seja, em pH 4cido, enquanto que os
outros microrganismos estudados ap6s a produgdio dos sideréforos, apresentaram o
pH na faixa de 3,0-5,0. Assim, ao serem colocados para os tratamentos dos

efluentes (pH ajustado em 5,0), permaneceram em condigSes acidas (Tabela 11).

Tabela 9- Determinacfio da atividade enzim4tica média da lacase apés o tratamento
dos efluentes industriais usapdo a serigaldazina como substrato.

Microrganismos Atividade enzimatica (U .Lﬁ)
Meio liquido sem ‘Meio liquido com a adigéo de
Fe(III). 1mmol.L" Fe(IID).
L. edodes 0,20 0,21
T. versicolor | 9,90 | 10,40
T. villosa 5,88 ' 4,50
G. trabeum 0 0
A. vinellandi 0 0
P. fluorescence 0 0
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Tabela 10- Determinacio média da maxima produciio de sideréforos por fungos e
bactérias medidos pelo método liquido do chrome azurol e a identificaciio do tipo de
sideréforos (Arnow, 1937; Csdky, 1948).

Microrganismos Unidades de CAS (%) Tipo de sider6foros
Meio liquido | Meio liquido com a
sem Fe(Ill). | adi¢do de 1 mmol.L™
~ Fe(III).
L. edodes - 46 0 catecolatos e
hidroxamatos
T. versicolor 55 0 catecolatos e -
hidroxamatos
T. villosa 29 0 hidroxamato
G. trabeum 75 0 catecolatos e
hidroxamatos
A. vinellandi 80 0 catecolatos
P. fluorescence 90 0 catecolatos e
hidroxamatos

Os fungos ¢ as bactérias estudados n#o apresentaram atividades enzimaticas
extracelulares significativas de manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidade
(LiP), isto €, os valores determinados ficaram em torno de 0,025 U.L™. Segundo
Reddy (1993), em condigdes de excesso de nitrogénio e carbono ocorrem uma
completa represso na sintese de LiP e MnP. Nesse caso poderia estar ocorrendo
essa repressdo para estas enzimas, pois as condigdes para producdo de sideréforos
¢ exatamente o contrario, ou seja, uma alta concentrago de carbono e nitrogénio.
Outra hipotése é que a substincia de baixa massa molecular pode estar inibindo a
agdio da LiP e MnP, como sugeriram pesquisadores nas seguintes referéncias,
Archibald (1992), Enoki e colaboradores (1997), Tanaka e colaboradores (1999).
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Tabela 11- Valores de pHs nos filtrados dos fungos e das bactérias apés a produgio
dos sideroforos.

Microrganismos pH
Meio liquido sem Meio liquido com a adigdo de
Fe(II). Immol.L"! Fe(IIl).
L. edodes 4,2 5,0
T. versicolor 4.8 50
T. villosa 3,5 4,8
G. trabeum 4,0 5,0
A. vinellandi 3,0 3,5
P. fluorescence | 8,0 8,1

A tabela 12 mostra a concentragdo de oxalato nos filtrados dos fungos ¢ das
bactérias e observou-se quantidades significativas, mas esses filtrados ndo foram
colocados na presenga de luz com o efluente (reagdo feita no escuro),
consequentemente, ndo seriam capazes de descolorir esses efluentes industriais.
Entretanto, o acido oxalico pode estar favorecendo o acesso do sideréforo pelo
ferro, isto é, o acido oxalico sequestra o ferro do hidréxido ou 6xido de ferro,
formando o oxalato, que é um fraco quelante para esse metal, tornando-o assim
mais acessivel para o sider6foro (Goodell ez al, 1997). Mas, ele ndo se mostrou
essencial, pois a bactéria A. vinellandi n3o produz o acido oxalico e mostrou
resultados significativos na descoloragdo dos efluentes. Uma outra hipétese
sugerida por Goodell e colaboradores (1997) é que possa existir, no ambiente
microbiano, um outro quelante orginico fraco, capaz de solubilizar o ferro sob a
forma de 6xido e torna=lo disponivel para o sequestro subsegiiente pelo sideréforo.
Portanto, pode ser que a bactéria A. vinellandi ndo produza 4cido oxalico, mas
produza um outro acido que faz com que o pH do meio de produgdo seja reduzido
para 3,0 (Tabela 11).

A adsorg@o de todos os efluentes pelos fungos também foi testada e ndo se

observou uma adsorgo maior que 10%, como exemplo disto é¢ mostrado na figura
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6.4- CONCLUSAO PARCIAL

PARTE 4

v Os fungos G. trabeum e T. versicolor ¢ a bactéria A. vinellandi foram os
melhores produtores de sideréforos e também apresentaram grande eficiéncia
para o tratamento do efluente industrial papeleiro (kraft E1) e licor negro e o
efluente téxtil, indicando que os sideréforos podem ser uma boa alternativa para

melhorar os problemas ambientais causados pelos efluentes industriais.
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PARTE §

5.5- TENTATIVA DE IDENTIFICAR A ESTRUTURA QUIMICA
PROVAVEL DO SIDEROFORO DO Gloeophyllum trabeum.

Os sider6foros foram obtidos segundo Page e von Tingerstom (1988) e Cox
(1994) via uma extragdo liquido-liquido com o acetato de etila para o sideréforo
do tipo catecolato, € com 4lcool benzilico para os do tipo hidroxamato. Entretanto,
somente a primeira extragdo foi efetiva, pois para o tipo hidroxamato ndo foi
possivel obter a separagdo de fases para a sua extragdo. Realizou-se uma separagio
por cromatografia em placa preparativa dos siderdforos do tipo catecolato,
utilizando como eluente tolueno/acido acético (68/32). Pela cromatografia de
camada delgada do produto original foram observadas 6 manchas, sendo que duas
delas foram isoladas e analisadas por ressonincia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN-'H), infra vermelho (IV) e espectrometria de massa (EM), como mostram
os espectros apresentados nas figuras 42, 43, 44, para o primeiro produto
(Estrutura mostrada na figura 45) e nas figuras 46, 47 e 48 para o produto mais
polar (Estrutura mostrada na figura 49).

O conjunto dos resultados pelas analises dos espectros indica a provavel
presenga de uma substéncia derivada do acido hidroxifenilacético (Goodell et al,
1997).

A figura 42 mostra o espectro de RMN do produto apolar obtido, no qual
pode-se observar os sinais dos hidrogénios aromaticos (Ha) em dois conjuntos
principais com multipletes na regifo entre 7,34 e 7,58 ppm (Estrutura mostrada na
figura 45). Nesse espectro, observa-se ainda um sinal em 3,65 a 3,66 ppm, que
pode ser atribuido a metila de um éster (Estrutura mostrada na figura 45).

O espectro de infravermelho (Figura 43) apresenta uma banda em 3422 cm™

que pode ser atribuida a uma hidroxila. Em 1730 cm™, observa-se uma banda de

uma carbonila de éster.
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A hipotése do cariter aromético é sustentada pelo fragmento de fenila
observado em m/z 76, que pode ser disubstituido, como mostra o espectro de
massa da fragdo mais apolar isolada na figura 44.

A partir da andlise dos dados dos espectros d¢ RMN-'H, IV e massas a
substéncia presente no extrato deve possuir um anel benzénico disubstituido, como
esta mostrado na estrutura da figura 45. Estudos posteriores para a confirmagdo
desta estrutura se faz necessario, pois o extrato utilizado mostrou-se como uma
mistura de vérias substéncias, devendo entdo passar por um processo de

purificagdo.
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Figura 42- Espectro de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H)
da frac@io mais apolar, separada pela cromatografia de camada delgada.
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Figura 45- Estrutura provivel de um dos sideréforos produzido pelo fungo
Gloeophyllum trabeum.

A frag8o mais polar isolada apresenta em seu espectro de RMN-'H (Figura
46) um multipletes em 7,80 a 7,60 ppm e 7,50 a 7,40 ppm, que é um indicativo da
presen¢a de hidrogénios arométicos (Ha) na estrutura do composto. Pode-se
observar também que em 3,65 ppm ocorre um sinal que pode ser atribuido a uma
metila ligada a um oxigénio (Estrutura mostrada na figura 49).

Pelo espectro de infravermelho desse composto (Figura 49), observa-se a
deformagdo axial de OH em 3413 cm™” e a deformagfo axial normal de C=0O em
1740 cm™ do tipo de um éster. Em 1375 cm™ observa-se uma banda de
deformagdo angular, atribuida a ligagdo OH.

O espectro de massa mostrou dois fragmentos em m/z 77 e 167, os quais
também sdo observados no espectro do composto puro 4cido acético 3,4-
diidroxibenzéico usado como padrio e que foi isolado por Goodell e
colaboradores (1997) (Figura 8). Pode-se observar nesse espectro uma mistura de
substéncias, dificultando assim a anilise. Assim, a estrutura quimica proposta é
somente uma tentativa de caracterizacio para uma das substincias produzidas
pelo fungo G. trabeum, pois é necessirio um processo mais eficiente de

purificagéo da substincia para sua identificagéo.
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Figura 49- Estrutura quimica provivel de um dos sideréforos produzido pelo fungo

Gloeophyllum trabeum.
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6.5 CONCLUSAO PARCIAL
'PARTE 5

'/ As técnicas de espectrometria de massa, infravermelho e ressonfincia inagi;éﬁca
nuclear de hidrogénio usadas para a. identificagdo dos sideréforos mostraram a
produgdo dos s1der6foros do tipo catecolato, embora a estrutura nesta etapa

~ somente p6de ser sugcnda R
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6.6- CONCLUSAO FINAL

Nesse trabalho pode-se observar que os sider6foros exercem um papel
importante na biodegradagdo da lignina e seus derivados. Os experimentos iniciais
com modelos de sider6foros, principalmente com a desferrioxamina B, mostraram
que eles sdo capazes de reduzir o Fe(Ill) e gerar espécies reativas de oxigénio.
Estudos complementares na elucidagdo dos mecanismos de biodegradacio da
lignina e clorolignina pelos siderdforos, se fazem necessario. A aplicagdo desses
sideréforos em efluentes industriais mostrou ser bastante promissora,
principalmente apés a comprovagdo que eles participam da biodegradagdo da
lignina ou clorolignina e que sdo eficazes. Esse estudo mostra a necessidade de
uso de microrganismos eficientes na produg@o de sideréforos. Foram utilizados
alguns métodos quimicos para determinar o tipo de sideréforo que cada
microrganismo produzia (hidroxamato e catecolato), e para confirmar esses
resultados foram utilizados também as técnicas de espectrometria (espectrometria
de massa, infravermelho e ressondncia magnética de hidrogénio). Posteriormente
houve a tentativa de caracterizar os sider6foros do tipo catecolato produzido pelo
fungo G. trabeum. Embora ndo tenhamos obtido a estrutura quimica exata desses
sideréforos, foi possivel sugerir uma estrutura; portanto, seria interessante uma
continuac¢io desse estudo de caracterizagdo mais detalhado.

A capacidade dos sideréforos para gerar radical hidroxila com a redugéo do
Fe(Il) é de grande importincia na elucidagdo do mecanismo de biodegradagio da
lignina. A formagio dessa espécie oxidante permite a degradagdo significantiva de
efluentes derivados da industria de papel e téxtil. A possibilidade de usar essa série
de novas substincias com essa capacidade é de grande importincia para o

tratamento de efluentes industriais.
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