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APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: A descoloragdo de dois corantes,
Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) e Remazol
Azul BTE BB 133% (RA133), foi avaliada em
seis diferentes meios de cultivo, trés deles com
residuos lignoceluldsicos, empregando os fungos
Pleurotus ostreatus, Laetiporus gilbertsonii e
um isolado néo identificado denominado MB19-
50. Para o corante RBBR obteve-se niveis de
descoloracdo de 97,24% com o P. ostreatus,
87,87% com o L. gilbertsonii e 80% com o
MB19-50. Para o corante RA133 o P. ostreatus
descoloriu 99,44%, o L. gilbertsonii 83,12% e
para o MB19-50 ndo ocorreu descoloracéo. A
atividade das principais enzimas ligninoliticas,
lacase (LaC), manganés peroxidase (MnP) e
lignina peroxidase (LiP) foi avaliada para os
trés fungos, o P. ostreatus apresentou atividade
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TEXTEIS

21,96 U/mL e 1,07 U/mL de LaC para os meios
de cultivo contendo os corantes RA133 e RBBR,
respectivamente. O L. gilbertsoniinao apresentou
atividade de LaC em nenhuma das condicdes de
cultivo. O isolado MB19-50 apresentou atividade
de 3,74 U/mL somente na presenca do RA133.
Os trés fungos apresentaram atividade de
MnP, o P. ostreatus apresentou 14,38 U/mL e
42,59 U/mL, para os corantes RA133 e RBBR,
respectivamente. O fungo L. gilbertsonii na
presenca do RA133 apresentou 27,94 U/mL e
para o RBBR 15,53 U/mL de atividade. O MB19-
50 apresentou atividade de MnP de 12,77 U/mL
e 36,77 U/mL, para os corantes RA133 e RBBR,
respectivamente. Nenhum dos trés fungos
apresentou atividade para LiP.
PALAVRAS-CHAVE: Descoloracédo, Pleurotus
ostreatus, Laetiporus gilbertsonii, Adsorcéo.
Corantes.

FUNGAL DECOLORIZATION OF TEXTILE
DYES

ABSTRACT: The decolorization of two dyes,
Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) and Remazol
Azul BTE BB 133% (RA133), was evaluated in
six different culture media, three of them with
lignocellulosic residues, applying the fungi
Pleurotus ostreatus, Laetiporus gilbertsonii and
one unidentified isolate named MB19-50. For
the RBBR dye, decolorization levels of 97,24 %
were obtained with P. ostreatus, 87,87% with L.
gilbertsonii and 80% with MB19-50. For the dye
RA133, the P. ostreatus decolorized 99,44 %,
the L. gilbertsonii 83,12 % and for the MB19-50
no decoloration was noticed. The activity of the
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main lignolytic enzymes, laccase (LaC), manganese peroxidase (MnP) and lignin
peroxidase (LiP) was evaluated for the three fungi, the P. ostreatus showed activity
of 21,96 U/ mL and 1,07 U / mL of LaC for the dyes RA133 and RBBR, respectively.
The L. gilbertsonii did not show LaC activity under any of the cultivation conditions.
The MB19-50 isolate showed an activity of 3,74 U / mL only in the presence of RA133.
The MnP enzyme showed activity for the three fungi, the P. ostreatus showed 14,38
U/ mL and 42,59 U / mL, for the dyes RA133 and RBBR, respectively. The fungus L.
gilbertsonii in the presence of RA133 showed 27,94 U / mL and for the RBBR 15,53 U
/ mL of activity. MB19-50 showed MnP activity of 12,77 U / mL and 36,77 U / mL, for
the dyes RA133 and RBBR, respectively. The LiP enzyme showed no activity for any
of the three fungi.

KEYWORDS: Decoloration, Pleurotus ostreatus, Laetiporus gilbertsonii, Adsorption,
Dyes.

11 INTRODUGAO

O abastecimento de &gua, num primeiro momento, parece infinito se
levarmos em consideracéo que a quantidade de agua livre sobre a terra atinge 1.370
milhdes km?3. Essa perspectiva muda totalmente quando consideramos que 97 % é
composta por agua salgada, inutilizavel para consumo humano. O cenério € ainda
mais grave quando 3% da agua doce existente, somente 0,3 %, aproximadamente,
€ aproveitavel. Ou seja, somente um total de 98.400 km? (rios e lagos) e 4.050.800
km? (lengol-freatico) estdo disponiveis para utilizagdo da populacao total da Terra
(FUNASA, 2004).

No cenério atual, a industria téxtil € um dos maiores consumidores de
agua, se comparado com outros segmentos industriais. Além disso, é a grande
responsavel por um numero elevado de despejo irregular de efluente em corpos
de agua. Estima-se que entre 10 a 15 % do total de corante usado no processo de
tingimento possa ser encontrado nas aguas residuais (PENDEY; TEWARI; TEWARI,
2018). Os corantes quando presentes no sistema aquoso afetam a passagem da
luz solar nas camadas mais profundas, alteram o ciclo biolégico e assim a atividade
fotossintética e concentragdo de oxigénio, causando problemas para flora e fauna
aquaticas. A grande parte dos corantes liberados nos efluentes possuem altos
niveis de toxidade, capacidade cancerigena ou mutagénica para humanos e outras
formas de vida. Os corantes sintéticos se enquadram na categoria de poluentes
emergentes, ou seja, ndo possuem um sistema de monitoramento pelos 6rgaos
ambientais (LALNUNHLIMI; KRISHNASWAMY, 2016).

Devido a esta demanda ambiental, muitos estudos e tecnologias tem sido
desenvolvidas a fim de minimizar estes problemas, como é o caso da biorremediacgéo.

A utilizacdo de microrganismos capazes de degradar esses poluentes tem sido
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cada vez mais o0 objeto de muitas pesquisas no mundo todo, a fim de procurar
processos mais eficazes e econémicos. Os fungos, em especifico, possuem muitas
vantagens pois secretam algumas enzimas com baixa especificidade, o que abrange
uma diversidade maior de contaminantes (PANDEY; TEWARI; TEWARI, 2018). A
remocgao de corantes pode ser obtida através de biodegradacao, biotransformacao
ou adsor¢do em biomassa (PRZYSTAS; ZABLOCKA-GODLEWSKA; GRABINSKA-
SOTA, 2018).

Considerando os aspectos abordados acima, este trabalho procurou avaliar a
descoloragéo de corantes téxteis com diferentes microrganismos, e a sua capacidade
de produzir enzimas especificas que atuam no processo de descoloracéo.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material
2.1.1  Microrganismos

Foram utilizados os fungos Pleurotus ostreatus e Laetiporus gilbertsonii MY-
01 e o isolado fungico MB19-50, estes dois ultimos foram cedidos gentilmente pelo
Prof. Dr. Marcelo Rodrigues de Melo e mantidos em meio de BDA (Agar Batata
Dextrose) (Marca Acumedia) a 4 °C.

2.1.2 Corantes

Comparou-se os corantes Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) e Remazol Azul
BTE BB 133% (RA133), fornecidos pela Dystar Industria e Comércio de Produtos
Quimicos Ltda.

2.1.3 Residuos Lignocelulésicos

Os residuos lignocelulésicos foram obtidos a partir de: coco verde; cana de
acucar e pinhao obtidos na regido de Londrina-PR.

2.2 Métodos
2.2.1  Preparo do Inéculo

Os fungos Pleurotus ostreatus e Laetiporus gilbertsonii MY-01 e o MB19-50
foram transferidos do meio de manutencao para uma placa de petri contendo agar
batata dextrose (BDA da Marca Acumedia) e incubados a 28 °C + 2 °C durante 7
dias.
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2.2.2 Preparo do pé de coco e cana de agucar

As fibras de coco e o bagaco da cana foram lavados e batidos em liquidificador
convencional com &agua deionizada até obtencdo de fibras limpas, em seguida

passaram por secagem em estufa aerada (Fanem - 002 CB) a 70°C e moidas.

2.2.3 Preparo do farelo das cascas de pinhdo

Os pinhdes foram lavados em agua corrente e submetidos a fervura por
aproximadamente duas horas. Em seguida as cascas foram imersas em agua
destilada, e novamente submetidas a fervura por aproximadamente duas horas.
Posteriormente, as cascas foram lavadas novamente com agua destilada e secas
em estufa aerada (Fanem - 002 CB) a 70 °C e moidas.

2.2.4 Meios de cultivo

Os microrganismos foram cultivados em 6 meios cultivo diferentes: o meio
1 (meio Vogel 2%, glicose 1%, extrato de levedura e solucao de corante 0,02 g%);
meio 2 (meio Vogel 2%, glicose 1% e solucdo de corante 0,02 g%); meio 3 (meio
Vogel 2%, extrato de levedura e solugdo de corante 0,02 g%); meio 4 (meio Vogel
2%, p6 de cana 1% (PCA), extrato de levedura e solugéo de corante 0,02 g%); meio
5 (meio Vogel 2%, p6é de coco 1% (PC), extrato de levedura e solugéo de corante
0,02 g%) e meio 6 (meio Vogel 2%, farelo da casca de pinhdo 1% (FCP), extrato de
levedura e solucao de corante 0,02 g%).

O pH de todos os meios foram ajustados para 5,0 com H,PO, (0,1 mol L") ou
NH,OH (0,1 mol L"). Em seguida, todos os frascos de erlenmeyer com capacidade
para 125 mL contendo 25 mL dos meios de cultivo foram autoclavados (Fabre
modelo 103). Em temperatura ambiente 3 discos de micélios foram inoculados em
camara de fluxo laminar (Veco — VLFS-09). A glicose foi autoclavada separadamente
do meio de cultivo, e adicionada esterilmente a cada frasco de erlenmeyer o qual
foi colocado em incubadora rotatéria orbital (Marconi MA 420) a 28 + 2 °C, com
180 rpm de agitacao durante um periodo de 7 dias, a fim de se obter o maximo
de descoloragdo dos corantes. Todos os meios de cultivos foram analisados em
triplicata.

2.2.5 Interrupgéo dos Cultivos

Os cultivos foram interrompidos por centrifugagéo refrigerada (Bolco
Germani U-32R) a 4 + 2 °C por 20 minutos a 9000 g, os sobrenadantes obtidos
foram transferidos para frascos de vidro identificados com o tipo do meio de cultivo

e a numeracgéao da triplicata. Os precipitados foram depositados em tubos de fundo
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conico para determinacéo de biomassa por gravimetria.

2.2.6 Determinagdo da Biomassa

A biomassa foi removida dos tubos de fundo cénico depois da centrifugacéo
dos meios de cultivo e pesada ap6s a secagem em estufa aerada (Fanem - 002 CB)
a70 °C.

2.2.7 Determinagcdo da Atividade de Lacase

A atividade da lacase foi determinada utilizando como substrato
2,6-dimetoxifenol 10 nM (DMP) (PASZCZYNSKI; HUYNH; CRAWFORD, 1985). O
ensaio enzimatico foi realizado com 150 pyL de tampao Mcllvane (pH 5), 200 pL
de agua destilada, 500 yL de solugéo enzimatica bruta ou diluida e 150 pL de
substrato. A mistura reativa foi incubada em banho-maria (Fanem — 102N) a 50 °C
por 5 minutos, realizou-se entao as leituras em espectrofotémetro (Femto — 600PIus)
a 468nm. Foram utilizados dois controles, dos quais as absorbancias obtidas foram
descontadas, o controle 1 (C1) que era o da enzima onde havia 150 pyL de tampéao
Mcllvane (pH 5), 350 uL de agua destilada e 500 yL de solugcdo enzimatica nas
mesmas condi¢des do ensaio, o controle 2 (C2) que era o do substrato, tinha 150
uL de tampédo Mcllvane (pH 5), 700 pyL de agua destilada e 150 pL de substrato.
Uma unidade de lacase foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir
1 pymol de DMP oxidado por min por mL de extrato enzimatico nas condigdes de
ensaio descritas através da seguinte equacéo:
Ulml= Mx%x FD x% x 1000

u
onde 3,7 € aunidade de lacase por mL de substrato,t é o tempo de incubagéo,

v é 0 volume de enzima empregado nos ensaios, Fd é o fator de diluicdo da solugcéo
enzimatica e € € o coeficiente de extingdo molar do DMP (2,6-dimetoxifenol) equivale
a 10000 mol.L'1.cm™.

2.2.8 Determinagéo da Atividade de Manganés Peroxidase

Este ensaio foi realizado atraves da oxidag¢éo de 0,2 mL MnSO, 10 mM em
1,4 mL de tampao malonato 50 mM com pH 4,5 e 0,2 mL da solu¢do enzimatica
bruta ou diluida. O tubo de ensaio contendo esta solugéo foi incubado em banho-
maria (Fanem — 102N) a 40 °C por 5 minutos. Para iniciar a reacéo foi adicionado
0,2 mL de H,O, 1mM. A reagéo foi avaliada medindo-se a absorbancia da solugéo

reacional em 270nm (e, =11590 mol.L'.cm™) contra branco (contento 1,6 mL de

270
tamp&o malonato, 0,2 mL de MnSO, e 0,2 mL da solug&o enzimatica). Uma unidade

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3 Capitulo 7 m



de atividade de manganés peroxidase foi definida como a quantidade de enzima
requerida para produzir 1 pymol de produto, complexo formado entre ions Mn3+
e 0 malonato, por minuto (WARIISHI; VALLIS; GOLD, 1992). A determinacdo da
atividade enzimética foi realizada conforme a equagéao:

A1l 1
U/ml=—x=x FD x— x 1000
eV t

u
onde ;,; é a unidade de manganés peroxidase por mL de substrato, A ¢é a

leitura de absorbancia,t € o tempo de incubagao,v é o volume de enzima empregado
nos ensaios, Fd é o fator de diluicdo da solugéo enzimatica e € é o coeficiente de
extingdo molar do substrato que para o malonato equivale a 11590 mol.L-1.cm™.

2.2.9 Determinagéo da atividade de Lignina Peroxidase

O ensaio para determinagao da atividade da lignina peroxidase foi baseado no
método de Tien e Kirk (1984). A reacao foi composta por 1,5 mL de tampé&o tartarato
0,1 M em pH 3; 0,2 mL de alcool veratrilico 4 mM; 0,2 mL da solugao enzimatica e
0,10 mL de H,0, TmM. A reagéo ocorreu em banho-maria (Fanem — 102N) a 30 °C
por 10 minutos, em seguida realizou-se a leitura da absorbancia em 310nm (g, =
9,3x10% mol. L'. cm™) contra branco (contendo 1,6 mL de tampao tartarato, 0,2 mL
de alcool veratrilico e 0,2 mL da solugcdo enzimatica). Uma unidade de atividade
de enzimatica foi determinada como a quantidade de enzima necesséaria para
formacédo de 1 ymol de produto por minuto. A determinagéo da atividade enzimatica

foi realizada conforme a equacéo:

A1 1
U/ml=—x—=x FD x— x 1000
eV t

u
onde ;€ a unidade de lignina peroxidase por mL de substrato, A é a leitura
de absorbancia,t € o tempo de incubacéo,v é o volume de enzima empregado nos
ensaios, Fd é o fator de diluicéo da solucao enzimatica e £ € o coeficiente de extingcao

molar do substrato que para o malonato equivale a 9,3x10° mol.L-1.cm™.
2.2.10 Determinagéo da Porcentagem de Descoloragdo

A absorbéancia do sobrenadante dos cultivos fungicos e dos cultivos controle
(sem o fungo) foram comparados no comprimento de onda de maior absorgcédo do

corante de acordo a seguinte equagao:

A — Ab:
% Descoloragdo = Abs, — Abs, x100
Abs,

Onde Abs, € a absorbéncia inicial abittica e Abs, absorbancia lida da amostra.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao da biomassa

A determinacdo da biomassa é um método muito eficiente, que aponta a
efetividade dos meios de cultivos utilizados. A composi¢cdo dos meios definidos
foi selecionada afim de relacionar a importancia de seus componentes com o
crescimento microbiano. Na Tabela 01 e 02 apresentam-se os resultados obtidos
apds incubacdo dos fungos na presenca dos corante RA133 e RBBR. Todas as
determinagdes foram expressas com a média + desvio padrdo das triplicatas
experimentais. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o software
The R Foundation for Statistical Computing. O teste de Tukey foi utilizado para
avaliar as diferencas entre as médias (p < 0,05).

RA133 (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6
P ostreatus 0,24 £0,03* 0,15+0,00® 0,11 £0,03° 0,21+0,01® 0,22+0,01* 0,24 + 0,03
L. gilbertsonii 0,28 £0,09° 0,12+0,05° 0,12£0,01® 0,33+0,02 0,31 +0,02* 0,31 0,03
MB19-50 0,17 +0,00° 0,15+0,00° 0,07 +0,00° 0,25+0,05 0,27 £0,01° 0,30 +0,01°
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Tabela 01. Biomassa fungica obtida apos sete dias de incubagéo na presenga do
corante RA133. Em cada linha, os valores marcados com letras distintas indicam
diferenca significativa entre as médias, a nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.

Na Tabela 01 estdo os resultados obtidos apés incubacdo dos fungos na
presenca do corante RA133. Observa-se que os fungos P. ostreatus e L. gilbertsonii
demonstraram o mesmo padrdo de crescimento, ndo apresentando diferenca
significativa entre os meios 1 (completo), 4 (p6 de cana como fonte de carbono), 5
(p6 de coco como fonte de carbono) e 6 (farelo de casca de pinhdo como fonte de
carbono). Os valores de biomassa variaram entre 0,21 a 0,24 g € 0,28 a 0,33 g, para
P. ostreatus e L. gilbertsonii, respectivamente. O fungo MB19-50 apresentou melhor
desenvolvimento nos meios 4 (p6 de cana como fonte de carbono), 5 (p6 de coco
como fonte de carbono) e 6 (farelo de casca de pinhdo como fonte de carbono),
onde os valores obtidos de biomassa variaram ente 0,25 a 0,30 g.
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RBBR (g)

MEIOS 1 2 3 4 5 6
P. ostreatus 0,11 £0,05° 0,02 +0,00° 0,06 +0,01® 0,24 +0,05* 0,26 +0,02* 0,28 + 0,022
L. gilbertsonii 0,09 +0,00° 0,07 +0,01° 0,08 +0,02° 0,43 +0,02¢ 0,43 +0,02* 0,34 +0,02°
MB19-50 0,14 +0,01* 0,07 +0,04> 0,08+0,01° 0,27 £0,00® 0,27 +0,03* 0,25 +0,01°
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Tabela 02. Biomassa fungica obtida apos sete dias de incubacéo na presenga do
corante RBBR. Em cada linha, os valores marcados com letras distintas indicam
diferenca significativa entre as médias, a nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.

Na Tabela 02 apresentam-se os resultados obtidos apds incubacédo dos
fungos na presenca do corante RBBR. Os trés fungos nao apresentaram diferenca
significativa entre os meios 4 (pb de cana como fonte de carbono), 5 (p6 de coco
como fonte de carbono) e 6 (farelo de casca de pinhdao como fonte de carbono). O P.
ostreatus apresentou valores de biomassa entre 0,24 e 0,28 g, o L. gilbertsonii entre
0,34 e 0,43g e 0 MB19-50 0,25 € 0,27 g.

De maneira geral a variagdo na razdo C / N, nos meios 2 e 3, provou afetar
o crescimento e 0 metabolismo celular. J& os substratos acrescidos com residuos
lignocelulésicos apresentaram maior quantidade de biomassa. Esses residuos séo
ricos em fontes de micro e micranutentes essenciais para o metabolismo celular,
que se tornam disponiveis através da oxidagdo de moléculas organicas, como
por exemplo a celulose (XU et al. 2020). Aléem disso, subprodutos agricolas ou
lenhosos séo 6timos substratos, pois imitam o habitat natural da maioria dos fungos
(MURUGESAN et al. 2007).

3.2 Descoloracéao dos corantes pelo fungo Pleurotus ostreatus em meio
liquido

3.2.1 Remaczol Brilliant Blue RN

Na Figura 01 observa-se a maxima de descoloragdo, 97,24 %, no meio
dois (Figura 02), apds sete dias de incubacdo. A familia Pleurotaceae do filo
basidiomycota é muito estudada por varios autores, devido a sua ampla capacidade
de degradacédo de uma variedade de corantes. Zhuo et al. (2019) alcangcaram 84,90
% de descoloracdo do mesmo corante empregado neste estudo, apds 24 horas de
incubacédo com o fungo Pleurotus ostreatus.
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Figua 01. Descoloragdo do RBBR por P. ostreatus em meio liquido.

Fonte: o prérpio autor.

Figura 02. Descoloragdo do corante RBBR pelo fungo P. ostreatus durante cultivo
liquido no meio 2. (A) controle - meio abiético contendo o corante. (B); (C); (D)
sobrenadante do cultivo fingico em meio contendo o corante.

Fonte: o proprio autor.

O meio 3, que ndo continha glicose, resultou numa menor porcentagem
de descoloracdo em relagcdo aos meios 1 e 2. No sobrenadante deste meio, foi
observado a presenca de uma coloragdo ambar (Figura 03). Embora a tonalidade
de azul caracteristica do corante nao estivesse mais presente, a pigmentacéo
vermelha atrapalhou na determinag¢éo da porcentagem de descolora¢do do corante
RBBR. Murugesan et al. (2007) explicam que fungos de podriddo branca séao 6timos
biorremediadores pois apresentam alta taxa de producé@o de enzimas capazes de
descolorir efluentes, porém, a presenca de algumas enzimas como lacase, podem

afetar a coloracdo do meio através da producédo de pigmentos. Tauber, Guebitz
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e Rehorek (2005) utilizaram o método de inativagdo enzimética combinado com
ultrassom para evitar a formacao de cores indesejaveis.

= \ /
(<]

4

Figura 03. Descoloragéo do corante RBBR pelo fungo P. ostreatus durante cultivo
liquido no meio 3. (A) controle — meio de cultivo abiético contendo o corante. (B); (C);
(D) sobrenadante do cultivo fungico no meio 3.

Fonte: o proprio autor.

3.2.2 Remazol Azul BTE BB 133%

A partir dos dados na Figura 04, foi observado que a descoloragéo foi maior
que 90 % em todos os meios, exceto no meio 6. E quase 100 % nos meios 1,2 e 3
(Figura 05).

105 4

99.35 : 99.44
100 J 99.28
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92.48 91.79
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75

1 2 3 4 5 6
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Figura 04. Descoloragdo do RA133 por P. ostreatus.

Fonte: o préprio autor.
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Figura 05. Descoloragéo dos meios 1 (A), 2 (B) e 3 (C) contendo o corante RA133 pelo
fungo P. ostreatus.

Fonte: o proprio autor.

Os estudos de biorremediagdo com corantes do tipo trifenolmetano ainda
apresentam divergéncias entre si. A dificuldade para acesso a estrutura dos corantes
e também, o completo entendimento do mecanismo de ataque enzimatico a essas
estruturas quimicas, podem estar relacionados com a dificuldade de encontrar um
método efetivo para descoloragdo do mesmo. Lallawmsanga et al. (2019) testaram
quatro diferentes corantes trifenolmetano com uma espécie de Pleurotus, obtendo
niveis de descoloracao de 16, 22 e 33% e somente um deles apresentou 68,61 %.
Ja os autores Przysta$, Zabtocka-Godlewska e Grabiriska-Sota (2018) conseguiram
100% de descoloracao, em 48 horas, do corante verde brilhante empregando a cepa
de P. ostreatus imobilizada em suportes sélidos.

3.3 Descoloracdo dos corantes empregando o fungo Laetiporus
gilbertsonii em meio liquido

3.3.1 Remaczol Brilliant Blue RN

Na Figura 06 apresentam-se os niveis de descoloracdo obtidos apo6s
o periodo de cultivo, 87,70 % no meio cinco (Figura 07). Como mencionado na
secao 3.3.1.1 a catalogagédo equivocada de espécies do genéro Laetiporus, pode
ser o motivo da escasez de pesquisas que avaliam o potencial de biodescoloragcéo
deste fungo. Mtui e Masalu (2008) isoloram uma cepa de Laetiporus sulphureus
de uma floresta da Tanzéania, obtendo 90% de descoloragdo para um corante de
antraquinona. Wunch, Feibelman e Bennett (1997) avaliaram a descoloragdo de um
corante poli-antraquinona, Poly R-478, por L. sulphureus, atingindo niveis de 68 %.
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Figura 06. Descoloracéo do RBBR por L. gilbertsonii.

Fonte: o proprio autor.

Figura 07. Descoloragdo do corante RBBR pelo fungo L. gilbertsoni durante cultivo
liquido no meio 5. (A) controle — meio de cultivo abiético contendo o corante. (B) e (C)
sobrenadantes do cultivo fangico no meio 5.

Fonte: o proprio autor.

3.3.2 Remazol Azul BTE BB 133%

Analisando a Figura 08 é possivel observar que a descoloragdo do RA133
nao foi eficiente na maioria dos seis meios, atingindo 83,12 % apenas no meio 1.
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Figura 08. Descoloragcédo do RA133 por L. gilbertsonii.

Fonte: o proprio autor.

3.4 Descoloracéao dos corantes empregando o isolado fungico MB19-50
em meio liquido

3.4.1 Remaczol Brilliant Blue RN

O isolado fungico MB19-50 apresentou bons resultados nos meios 4, 5 e 6
(Figura 09), sendo que o pico de descoloragéo de 80 % ocorreu no meio 5.
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Figura 09. Descoloragdo do corante RBBR por MB19-50.

Fonte: o proprio autor.
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3.4.2 Remazol Azul BTE BB 133%

Para o corante trifenilmetano Remazol Azul BTE BB 133 %, néo foi constatado
descolorag@o no sobrenadante dos cultivos fungicos.
3.5 Avaliacao da producéo e atividade de oxidases durante os cultivos
nos meios contendo corante

Todas as determinacdes foram expressas com a média + desvio padréo das
triplicatas experimentais. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o
software The R Foundation for Statistical Computing. O teste de Tukey foi utilizado
para avaliar as diferencas entre as médias (p < 0,05).

3.5.1 Lacase

Os resultados do ensaio enzimatico (Tabelas 3 e 4) demonstraram que o L.
gilbertsonii ndo produziu a enzima lacase na presenca de nenhum dos corantes.
O isolado fungico MB19-50 apresentou atividade somente na incubacdo com o
corante RA133, sendo 3,74 U/mL de atividade no meio seis. Ja para o P. ostreatus
foi encontrado atividade de lacase em todos os seis meios de cultivo, sendo as
maiores atividades de 21,96 U/mL (meio 6) e 1,07 U/mL (meio 1), para os corantes
RA133 e RBBR, respectivamente.

Os dados obtidos acordam com outros encontrados na literatura, onde fungos
de podridao parda nao sao conhecidos como produtores de enzimas fenoloxidases.
Ja os fungos de podriddo branca, como o género Pleurotus, produzem maiores
quantidades de lacase, sendo a principal enzima responsavel pela biodegradacéo
de lignina e corantes téxteis, destes fungos (ROBINSON; CHANDRAN; NIGAM,
2001). Levin, Melignani e Ramos (2010) testaram a produc¢éo enzimatica de lacase
em diferentes fungos de podriddo branca, Trametes trogiiem, Trametes villosa e
Coriolus vesicolor, sendo o T. trogiiem com atividade de 148,6 U/mL .

RA133 (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6
P ostreatus 6,58 +0,18¢ 7,72+059¢ 16,78 +0.41c 15,68 = 0,56° 19,16 + 0,42> 21,96 + 0,702
L. gilbertsonii 0 0 0 0 0 0
MB19-50 1,57 +0,30% 1,03+0,06% 0,81+0,07° 233011 166+026° 374 +0,26°
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Tabela 03. Atividade (U/mL) de Lac na presenca do corante RA133. Em cada linha, os
valores marcados com letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias, a
nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.
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RBBR (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6
P. ostreatus 107+0°  0,13+£001¢  017£0° 0,12+0¢ 045+0016 0,13+ 0¢
L. gilbertsonii 0 0 0 0 0 0
MB19-50 0 0 0 0 0 0

Tabela 04. Atividade (U/mL) de Lac na presenca do corante RBBR. Em cada linha, os valores
marcados com letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias, a nivel de
significancia de p < 0,05.

Fonte: o préprio autor.

3.56.2 Manganés Peroxidase

Todos os microrganismos apresentaram atividade de manganés peroxidase
na presenga de ambos os corantes, RBBR e RA133. (Tabelas 05 e 06). O P.
ostreatus apresentou maior atividade, 14,38 U/mL (meio 5) e 42,59 U/mL (meio 4),
na presenca do RA144 e RBBR, respectivamente. J4 o L. gilbertsonii apresentou
niveis de 27,94 U/mL (meio 6) para RA133 e 15,53 U/mL (meio 4) para RBBR. O
isolado MB19-50 na presenca do corante RA133 teve maior atividade em torno de
12,77 U/mL (meio 1) e para o RBBR 36,77 U/mL (meio 1).

RA133 (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6

P. ostreatus 184+027" 587+015 686+025¢ 9,71+0,08c 14,38 + 0,060 13,64 +0,20°
L. gilbertsonii 554 +0,35¢ 212+0,13" 410+0,13 818+0,16c 9,17 +0,03®° 27,94 + 0,16
MB19-50 12,77 £ 0,312 0 3970119 7170170 572x025 6,01+0,17°

Tabela 05. Atividade (U/mL) de MnP na presenca do corante RA133. Em cada linha, os
valores marcados com letras distintas indicam diferenga significativa entre as médias, a
nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.

RBER (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6

P.ostreatus 10,85+ 0,219 13,49 + 0,46c 15,82 +0,45° 42,59 + ,033= 6,68 + 0,53¢ 14,73 + 0,44b
L. gilbertsonii 12,42 +0,09¢ 8,15+ 0,20¢ 12,76 + 0,40° 15,53 + 0,102 13,67 +0,31° 3,03 + 0,09%

MB19-50 36,77 £0342 9,83+031¢ 697 +0,14¢ 1355+0,26* 3,38 +£0,27¢ 3,65+0,11¢

Tabela 06. Atividade (U/mL) de MnP na presenca do corante RBBR. Em cada linha, os
valores marcados com letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias, a
nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o préprio autor.
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3.6.3 Lignina Peroxidase

Nenhum dos fungos avaliados apresentou atividade de Lignina Peroxidase
nos diferentes meios de cultivo.

41 CONCLUSAO

A descoloragéo dos corantes Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) e Remazol
Azul BTE BB 133% (RA133) pelo fungo Pleurotus ostreatus foi promissora,
alcancando maximas de descoloragéo de 97,24% (meio 2) e 99,44% (meio 3),
respectivamente. Ja para o fungo Laetiporus gilbertsonii MY-01 a descolora¢do do
RBBR atingiu niveis de 87,70% (meio 5) e para o RA133 83,12% (meio 1). O isolado
fungico MB19-50 apresentou descoloragédo de 80% (meio 5) para o corante RBBR
e nao descoloriu 0 RA133 em nenhum dos seis meios de cultivo. A utilizacdo de
residuos lignocelulésicos como fonte de carbono nos meios liquidos, favoreceu o
crescimento dos trés fungos. A enzima lacase na presenga do corante RA133 foi
identificada em todos os sobrenadantes dos meios de cultivo do P. ostreatus, com
melhor atividade de 21,96 U/mL; o isolado MB19-50 apresentou atividade de 3,74
U/mL e o L. gilbertsonii ndo apresentou atividade enzimética em nenhum dos meios.
Na presenca do RBBR somente o fungo P. ostreatus apresentou atividade de lacase,
sendo a melhor atividade de 1,07 U/mL. Os trés fungos apresentaram atividade de
manganés peroxidase na presenca dos corantes RBBR e RA133. Para o RA133 o
P. ostreatus apresentou 14,38 U/mL de atividade, para o L. gilbertsonii obteve-se
maxima de atividade de 27,97 U/mL e o MB19-50 apresentou atividade de 12,77 U/
mL. J& na presenca do corante RBBR o fungo P. ostreatus apresentou 42,59 U/mL
de atividade, o L. gilbertsonii atingiu maxima de atividade enzimatica de 15,53 U/mL
e 0 MB19-50 apresentou atividade de 36,77 U/mL.

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

Os estudos de biorremediacdo empregando microrganismos, em especial 0s
fungos, sao alternativas biotecnolégicas sustentaveis para tratamento de efluentes.
Através do presente trabalho foi possivel constatar que os fungos de podridao branca
e parda, possuem esse potencial biotecnologico devido a produgédo de enzimas que
atuam na biodegradacéo de xenobiéticos.

A utilizacdo de residuos lignoceluldsicos provenientes da agroindustria ou
agroflorestais, como substrato de fermentacdo, € alternativa que se encaixa em
muitos aspectos hoje abordados, como, sustentabilidade, ideologias de producéo,
eficacia do ecossistema, quimica verde e engenharia ecolégica. A possibilidade

de reutilizacdo desses materiais além de sustentavel se encaixa nos aspectos
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econdmicos, visto que novas empregabilidades dos residuos agregam valor aos
mesmos e possibilitam uma nova economia.

Pesquisas deste ambito mostram que ainda existe muito a ser estudado.
Otimizagéo e aumento da atividade enzimatica, testes com enzimas em diferentes
suportes para imobilizagdo, tratamentos alternativos e sustentaveis que néo gerem
subprodutos, alternativas para logistica de biorremediacéo em escala industrial, sdo

alguns exemplos de areas que ainda podem ser exploradas.
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