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APRESENTACAO

Caro leitor,

As Ciéncias Biologicas € uma grande &rea de estudo que diz respeito a todos
0s seres vivos e suas especificidades; mas também faz intersecgdo com outras areas,
como a Educacéo, a &rea da Saude e a Biotecnologia. Nesta obra, “Producéo cientifica
em Ciéncias Biologicas 2”, nossa intencéo é mostrar ao longo de 18 capitulos o que vem
sendo produzido neste campo, com trabalhos originais ou de revisao que englobam saudde,
bioconservacdo, meio ambiente, pesquisa experimental, Microbiologia, aplicacbes na
industria farmacéutica e Educacéo.

Trabalho com anticorpos monoclonais para diagnostico, com antigenos plaquetarios,
ou avaliagédo de aspectos clinicos e epidemiologicos de doengas como anemia falciforme;
producdo de cosméticos, aplicagdo de biotecnolégica de micro-organismos na indistria,
conservagdo ambiental e registro de novas espécies animais; ou avaliagdo do tema
saude e curriculo escolar. Estes sdo alguns dos temas encontrados neste livro e mostram
a importancia da multidisciplinaridade e da interdisciplinaridade dentro das Ciéncias
Bioldgicas. E com certeza uma literatura necessaria para estudantes e profissionais.

Sempre prezando pela qualidade, a Atena Editora possui um corpo editorial formado
por mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil, com o objetivo
de revisar suas obras. Isto garante que um trabalho de alta qualidade chegue até vocé.
Esperamos que vocé tenha uma étima leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: O tratamento  microbiologico
de efluentes téxteis empregando fungos
basidiomicetos tem atraido crescente atencéo,
pois suas enzimas ligninoliticas possuem a
habilidade de degradar corantes sintéticos, de
forma sustentavel, ambientalmente amigavel e
economicamente viavel. As lacases, com amplo
potencial de aplicagdo, como nas industrias de
papel, téxteis, detergente e na alimenticia, podem
ser usadas na biorremediacdo de residuos
e efluentes. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar a capacidade do fungo Pleurotus
ostreatus em descolorir um efluente téxtil em
diferentes meios de cultivo. Os experimentos
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foram realizados em 6 diferentes meios de
cultivo contendo efluente e meio de Vogel (2%)
suplementado com diferentes compostos: meio 1
(glucose 0,5%, extrato de levedura 0,2%), meio
2 (glucose 0,5%), meio 3 (extrato de levedura
0,2%), meio 4 (bagaco de cana 1%, extrato de
levedura 0,2%, etanol 4%), meio 5 (casca de coco
em p6 1%, extrato de levedura 0,2%, etanol 4%)
e meio 6 (farelo de aveia 1%, extrato de levedura
0,2%, etanol 4%) em volume final de 25mL, pH
5, incubados durante 7 dias a 28°C e 180 rpm de
agitacdo. A maior porcentagem de descoloragéo
(84,82%) ocorreu no meio 4, contendo bagaco de
cana, extrato de levedura e etanol. Neste meio
a atividade de lacase obtida (1,73 U/mL) né&o
foi a maior, entre os diferentes meios, indicando
que provavelmente outras enzimas podem
estar envolvidas no processo de descoloragao.
Em relagdo a atividade de lacase, o meio 6,
contendo farelo de aveia, extrato de levedura e
etanol, foi o que mais se destacou (4,93 U/mL).
A elevada porcentagem de descoloragéo obtida,
indicam que o Pleurotus ostreatus apresenta um
grande potencial biotecnolégico de aplicagéo
no tratamento de efluentes corados, e o bagaco
de cana-de-agUcar, um residuo abundante
da indastria de acgUcar e alcool, um substrato
alternativo e de baixo custo para ser empregado
como substrato.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediagéo,
Descoloracao, Efluente téxtil, Pleurotus ostreatus.
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EVALUATION OF DECOLORIZATION OF EFFLUENT FROM THE TEXTILE
INDUSTRY THROUGH Pleurotus ostreatus IN DIFFERENT LIQUID MEDIA AND
IN THE PRESENCE OF LIGNOCELLULOSIC RESIDUES
ABSTRACT: The microbiological treatment of textile effluents using basidiomycetes fungi has
attracted increasing attention, as their ligninolytic enzymes possess the ability to degrade
synthetic dyes in a sustainable, environmentally friendly and economically viable manner.
Lacases, which have great potential for application in the paper, textile, detergent and food
industries, can be used in the bioremediation of waste and effluents. Thus, this work aimed
to evaluate the ability of the fungus Pleurotus ostreatus to bleach a textile effluent in different
culture media. The experiments were performed in 6 different culture media containing effluent
and Vogel’s medium (2%) supplemented with different compounds: medium 1 (glucose 0.5%,
yeast extract 0.2%), medium 2 (glucose 0.5%), medium 3 (yeast extract 0.2%), medium 4
(sugarcane bagasse 1%, yeast extract 0.2%, ethanol 4%), medium 5 (coconut husk powder
1%, yeast extract 0.2%, ethanol 4%) and medium 6 (oat bran 1%, yeast extract 0.2%, ethanol
4%) in a final volume of 25mL, pH 5, incubated for 7 days at 28C and 180 rpm agitation. The
highest percentage of decolorization (84.82%) occurred in medium 4, containing sugarcane
bagasse, yeast extract and ethanol. In this medium the lacase activity obtained (1.73 U/mL)
was not the highest among the different mediums, indicating that probably other enzymes may
be involved in the decolorization process. In relation to lacase activity, medium 6, containing
oat bran, yeast extract and ethanol, was the one that stood out the most (4.93 U/mL). The
high percentage of decolorization obtained, indicate that Pleurotus ostreatus presents a great
biotechnological potential of application in the treatment of colored effluents, and the sugar
cane bagasse, an abundant residue of the sugar and alcohol industry, an alternative and low

cost substrate to be employed as substrate.
KEYWORDS: Bioremediation, Decolorization, Textile effluent, Pleurotus ostreatus.

11 INTRODUGCAO

Com a expansado populacional e o aumento indiscriminado pela demanda de
diversos setores industriais, o0 consumo e a disponibilidade por agua, suplantam sua
disponibilidade. Consequentemente, os problemas devido a agéo antropica tém atingido
dimensbes catastréficas e preocupantes, resultando em altera¢gdes na qualidade do ar,
do solo e da agua (RIZK et al., 2021). A contaminacdo de corpos hidricos tem sido um
dos grandes problemas ambientais, aonde o descarte indiscriminado de efluentes téxicos
afetam em totalidade diversos grupos de seres vivos (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).
Neste contexto, as indlstrias téxteis apresentam especial destaque, devido aos enormes
volumes de residuos liberados, os quais, quando nao tratados corretamente, podem causar
sérios problemas de contaminagéo ambiental.

Estima-se que aproximadamente 200 bilhdes de litros de efluentes sejam produzidos
anualmente em todo o mundo pela indUstria téxtil (GARCIA; ROSA; BORRELY, 2020). Os
efluentes téxteis caracterizam-se por apresentarem alta carga de compostos quimicos
orgéanicos, sendo os corantes o principal residuo desses efluentes (ALMEIDA; DILARRI;
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CORSO, 2014). A descarga direta em corpos d’agua ndo € um problema somente estético,
mas também ambiental e socioecondmico. Por serem altamente solUveis em agua, 10
a 20% dos corantes, permanecem no efluente durante a producéo e cerca de 50% séo
perdidos durante o tingimento das fibras (SANTOS et al., 2020).

Devido a sua estrutura quimica, composta por diversos grupos quimicos diferentes,
como, anéis aromaticos, grupos aminas e azos, sulfénicos, e ions metalicos, os corantes
tornam-se moléculas de dificil degradacdo, permanecendo no ambiente por um longo
periodo (PANDEY; TEWARI; TEWARI, 2018). Além de serem substancias recalcitrantes,
carcinogénicas e mutagénicas, alteram o ciclo biolégico dos corpos d’agua, afetando
principalmente o processo de fotossintese (RIZK et al., 2021).

Com as implicagbes ambientais apresentadas, muitas tecnologias de remediacédo
sé@o reportadas na literatura, de modo geral, as principais técnicas envolvem processos
de precipitagédo, adsorgcdo, degradagédo quimica, eletroquimica e biorremediagédo (SHAH;
SHAH, 2020). Ainda assim, os métodos quimicos séo os mais empregados industrialmente,
principalmente, devido a rapidez e custo, mesmo podendo acarretar subprodutos toxicos
(LALLAWMSANGA et al., 2019).

Portanto a utilizagdo de técnicas que sejam menos agressivas ao meio ambiente,
como a biorremediacdo, vem sendo reportadas. O emprego de microrganismos na
descoloracdo de efluentes, com foco em seus mecanismos biolégicos e produgbes
enzimaticas, sdo métodos potencialmente econémicos e ambientalmente corretos (YANG
etal., 2016). Em especial os fungos basidiomicetos de podridao branca (White rot fungi) que
degradam celulose, hemicelulose e lignina, através da produg¢ao de enzimas ligninoliticas
como lacases, manganés peroxidase e lignina peroxidase (PANDEY; TEWARI; TEWARI,
2018).

O Pleurotus ostreatus tem sido apontado como o mais promissor produtor de
enzimas, como lacase, e sua capacidade em descolorir corantes foi documentada por
Hultberg, Ahrens e Golovko (2020) e Lallawmsanga et al. (2019). As lacases (Lac) (EC
1.10.3.2) sdo oxidoredutases multicuprosas glicosiladas, que utilizam oxigénio molecular
(O,) para oxidar varios compostos aromaticos ou néo aromaticos. O mecanismo de atuagéo
se da pela retirada de um elétron de compostos fendlicos, associado a redugdo do Cu?
para Cu*, concomitantemente reduzindo O, a H,O, tormando assim o mecanismo ciclico.
Entretanto, essas enzimas também podem degradar estruturas aromaticas néao fendlicas
por meio da oxidacdo de alguns mediadores sintéticos como o hidroxibenzotriazol (HBT),
ou mesmo naturais como derivados do &cido benzéico e ions Mn?* (SHARMA; DANGI;
SHUKLA, 2018).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade do fungo Pleurotus
ostreatus na descoloracdo de efluente téxtil, a producdo e a influéncia da atividade da
enzima lacase no processo de remediacédo, bem como, avaliar a influéncia do substrato,

em diferentes meios de cultivo.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O fundo utilizado, Pleurotus ostreatus (PLO), foi cultivado em meio BDA (Agar
Batata Dextrose) (Marca Acumedia) 28 + 2 °C durante 10 dias. O efluente téxtil utilizado
foi cedido gentilmente por uma industria téxtil da regido de Apucarana-PR. Os residuos
lignocelulésicos empregados, bagagco de cana, fibra de coco e farelo de aveia, foram
obtidos na regido de Londrina-PR.

2.2 Métodos

2.2.1 Descoloragéo de efluente téxtil em meio de cultivo liquido

Para avaliar a eficiéncia do biotratamento do efluente téxtil por PLO, 3 discos de
micélio fungico (0,5 cm de didmetro), foram inoculados em 6 diferentes meios de cultivo
(todos os cultivos continham meio de Vogel 2% e solugéo efluente 0,02%): meio 1 (glicose
0,5% e extrato de levedura 0,02%); meio 2 (glicose 5%); meio 3 (extrato de levedura 0,2%);
meio 4 (extrato de levedura 0,2%, 0,25 g de p6 de cana e 1 mL de etanol); meio 5 (extrato
de levedura 0,2%, 0,25 g de p6 de coco e 1 mL de etanol) e meio 6 (extrato de levedura
0,2%, 0,259 de farelo de aveia e 1 mL de etanol).

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") e incubados durante 7 dias a 28°C e 180 rpm. Posteriormente os cultivos foram
interrompidos por centrifugacao e filtrados. O sobrenadante foi nomeado de acordo com
cada numero de cultivo (meio 1, 2, 3, 4, 5 e 6) e a biomassa foi submetida a secagem a
70°C por 24 h em estufa aerada (Fanem - 002 CB).

A porcentagem de descoloragao foi determinada comparando-se a absorbancia do
sobrenadante dos cultivos com a absorbancia dos frascos controle (sem microrganismos-
abiotica) no comprimento de onda de maior absor¢ao do corante, de acordo com a Equagéo
1:

onde Abs, é a absorbancia inicial abiotica e Abs, absorbancia lida da amostra.

2.2.2 Determinag&o da atividade de lacase

A atividade de lacase foi determinada pela oxidagao do substrato 2,6-dimetoxifenol 10
mM (DMP), conforme metodologia descrita por Dekker e Hardy (1996), com modifica¢des.
A solugdo ensaio continha 150 yL de DMP, 150 yL de tampao Mcllvaine pH 5,0, 200 pL
de agua destilada e 500 pyL do sobrenadante dos cultivos. Foram utilizados o controle da
enzima (C1): 150 pyL de tampao Mcllvaine (pH 5), 350 pyL de agua destilada e 500 pL de
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solugcédo enzimatica e o controle do substrato (C2): 150 pL de tamp&o Mcllvaine (pH 5), 700
uL de agua destilada e 150 pL de substrato. O ensaio foi realizado em banho-maria a 50
°C por 5 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (Femto —600Plus) a
468nm.

Uma unidade de lacase foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir
1 umol de DMP oxidado por min/mL de extrato enzimatico nas condicbes de ensaio
descritas pelo Equacéo 2:

onde U/mL é a unidade de lacase por mL de substrato, t € o tempo de incubacéo, vé
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 DMP equivalente a 10.000
mol.L-1.cm™.

2.2.3 Determinagédo de biomassa

A biomassa foi pesada apds secagem em estufa aerada (Fanem - 002 CB) a 70 °C.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Descoloracéao de efluente téxtil em meio de cultivo liquido

Conforme os dados apresentados na Tabela 1, o meio 4, suplementado com po
de cana-de-aglcar como fonte Unica de carbono, foi 0 que apresentou maior taxa de
descoloragéo, quando comparado com os outros meios de cultivo. Esse resultado corrobora
com o valor de Abs, (Tabela 1), aonde o meio 4 apresentou uma diminui¢io de 83,78% em
relacdo ao controle. Entretanto, destaca-se que o meio 4 quando comparado com o0 meio
5, ndo apresentou diferenca significativa em relagéo a biomassa fungica. A menor taxa de
descoloracéo foi observada para meio 3, isento de fonte de glicose, atingindo somente
58,66%. Coincidentemente foi também o que apresentou menor crescimento fangico,
indicando, portanto, a dependéncia do P. ostreatus da fonte de carbono.
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Cultivos Abs, Abs, Descoloracao (%) Biomassa (g)
Meio 1 1,680 0,555 + 0,014 66,52 + 0,38 0,24 +0,18¢
Meio 2 1,612 0,591 + 0,03 63,95 +0,61°° 0,20 £ 0,21°
Meio 3 1,916 0,787 +0,02% 58,66 + 0,444 0,18 +0,32°
Meio 4 2,312 0,375 + 0,03 84,58 + 0,332 0,43 £ 0,55%
Meio 5 1,977 0,614 + 0,06 67,15 +2,03° 0,47 +1,172
Meio 6 2,875 0,959 £ 0,012 63,27 +0,43° 0,39 +0,42°

Médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as
médias (Teste de Tukey p < 0,05). Meio 1 (glicose e extrato de levedura); meio 2 (glicose); meio 3
(extrato de levedura); meio 4 (extrato de levedura, pé de cana e etanol); meio 5 (extrato de levedura, pé
de coco e etanol) e meio 6 (extrato de levedura, farelo de aveia e etanol).

Tabela 1 — Resultado das absorbéncias dos controles (Abs,) e ao final do cultivo (Abs,), porcentagem
de descoloragéo e biomassa fungica, apés sete dias de incubacéo.

A maior produgéo de biomassa observado no meio 5 néo influenciou no processo de
descoloragdo, visto que, quando comparado com o meio 1 e 2, ndo apresentou diferenca
significativa nas médias. Outro aspecto interessante, € que o aumento na concentragéo de
glicose de 0,5 para 2% e a auséncia de fonte de nitrogénio, do meio 1 para o meio 2, ndo
influenciou na taxa de descoloragao, visto que ambos os cultivos ndo apresentam diferenca
significativa nas meédias para descoloragéo, biomassa e Abs,.

Outros autores alcangaram melhores niveis de descoloracdo, empregando P.
ostreatus na degradacdo de corantes especificos. Entretanto, & necesséario ter em
mente que o efluente téxtil & composto por uma mistura incerta de diversos compostos,
apresentando diferentes fungdes quimicas e grupos cromoforos (SANTOS et al., 2020).
Zhuo et al. (2019) alcangaram 91,50% de descoloragéo para o corante verde malaquita,
apds 24 horas de incubagédo com o fungo P. ostreatus.

Os meios de cultivos suplementados com residuos lignocelul6sicos, meio 4, 5 € 6
(Tabela 1), apresentaram bons niveis de crescimento de biomassa, indicando um potencial
de utilizagdo desses residuos como fonte de glicose. Esses residuos sao ricos em fontes de
micro e macronutrientes essenciais para o metabolismo celular, que se tornam disponiveis
através da oxidagédo de moléculas organicas, como por exemplo a celulose (XU et al. 2020).
Além disso, subprodutos agricolas ou lenhosos séo 6timos substratos, pois imitam o habitat
natural da maioria dos fungos (MURUGESAN et al. 2007).

3.2 Determinacao da atividade de lacase (Lac)

De acordo com a Tabela 2, a maior atividade enzimatica foi encontrada no meio 6,
chegando a 4,930 U/mL de atividade. Em contrapartida, o meio 4, com a maior taxa de
descoloragéo (Tabela 1), apresentou uma diminuicao significativa de Lac, com atividade de
1,730 U/mL. Além disso, os meios 1 e 2, que apresentaram as segundas melhores taxas
de descoloragéo e diminuicbes de Abs, (Tabela 1), foram os que apresentaram menores
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atividades enzimatica.

Cultivos Lacase U/mL
Meio 1 0,294 + 0,69°
Meio 2 0,219 +0,81f
Meio 3 1,310 +0,37¢
Meio 4 1,730 + 0,46°
Meio 5 1,320 + 1,25°¢
Meio 6 4,930 + 0,532

Médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as
médias (Teste de Tukey p < 0,05). Meio 1 (glicose e extrato de levedura); meio 2 (glicose); meio 3
(extrato de levedura); meio 4 (extrato de levedura, pé de cana e etanol); meio 5 (extrato de levedura, p6é
de coco e etanol) e meio 6 (extrato de levedura, farelo de aveia e etanol).

Tabela 2 — Atividade (U/mL) de Lac na presenca do efluente téxtil.

Observa-se que 0s meios suplementados com residuos lignoceluldsicos e etanol,
demonstraram maiores atividade enzimaticas. De acordo com Zhuo et al. (2017) a produgéo
de lacase por diversos microrganismos, tem sido positivamente induzida com meios ricos
em substratos fenélicos como, acido ferdlico, cumaricos e alcool veratrilico (presentes em
muitos residuos lignocelulésicos), além de alcoois como, etanol e metanol. Além disso, a
utilizacéo de indutores, como sulfato de cobre, tem se mostrado eficiente para aumentar a
producdo enzimatica, mostrando niveis de atividade de até 7438 U/L (AMBATKAR et al.,
2021).

Esses dados demonstram, que apesar do P. ostreatus ser conhecido como bom
produtor de Lac, o processo de oxidagédo dos efluentes, ndo € exclusivo da acdo dessa
enzima. Outras enzimas oxidases ligninoliticas ja foram reportadas na literatura, como
parte da maquinaria enzimatica capaz de degradar diversos compostos recalcitrantes.
Paiva, Gasparin e Doi (2020) estudando a degradagao dos corantes Remazol Brilliant Blue
RN e Remazol Azul BTE BB 133%, também por P. ostreatus, encontraram 42,59 U/mL de
atividade para a enzima manganés peroxidase. Ambatkar et al. (2021) empregando palha
de arroz como substrato, para fermentacdo do P. ostreatus, obtiveram 14,3 e 1,90 U/L de
atividade para lignina e manganés peroxidase, respectivamente.

41 CONCLUSAO

O Pleurotus ostreatus mostrou-se efetivo na descoloragéo do efluente téxtil, nos seis
meios de cultivos. Amelhor taxa de descoloracgéo foi obtida para o meio 4, suplementado com
bagaco de cana-de-agUcar. Esses resultados demonstram que os residuos lignocelul6sicos
sé@o uma fonte em potencial de nutrientes, onde a celulose presente pode ser convertida em
carboidratos simples, que podem ser metabolizados pelos microrganismos, podendo levar
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a um barateamento do processo.

Foi encontrado atividade enzimética em todos os meios de cultivos, porém, ela ndo
foi proporcional a taxa de descoloragdo do efluente téxtil. Indicando, dessa maneira, que o
Pleurotus ostreatus, produz outras enzimas oxidases capazes de degradacéo.

Estudos futuros, com base na otimizagdo do processo fermentativo, visando a
producdo de metabdlitos capazes de biorremediacéo sdo necessarios. Parametros fisicos-
quimicos como, temperatura, concentracdo do efluente, substrato e indutores, devem
ser levados em consideragdo, na tentativa de potencializar o uso de microrganismo nas

biorremediagdes.
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