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RESUMO

Avalia o efeito da adi¢do de sacarose e de Sulfato de Cobre na descoloracdo do corante
Vermelho Congo pelo fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611. Para tanto, avalia a descoloracdo
do corante na concentracdo de 20mg/L. em diferentes concentragdes de sacarose e sulfato de
cobre em meio liquido estaciondrio. As mdximas porcentagens de descoloragdo sao de 84,7%,
em 96 horas de incubacdo para uma concentracdo de 2,5% de sacarose e 1mM de sulfato de
cobre. O micro-organismo conseguiu manter o crescimento na concentracao de corante em
que foi submetido e tolerou a exposicdo demorada nas diferentes concentracdes de sacarose e
sulfato de cobre, mantendo um aumento de biomassa, atingindo o valor maximo de 2,31g/L
na concentracdo de 5% de sacarose. O valor de pH variou entre 5 e 6,5, indicando valores
ideais para o crescimento do fungo e a descoloracdo. O estudo da atividade enzimatica detecta
que o micro-organismo € capaz de produzir a enzima lacase, alcancando o valor de
87,46U/mL na concentracdo de 5% de sacarose. A partir do exposto pode-se dizer que o
fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611 se configura, um micro-organismo com grande potencial

de degradagdo de corantes azdicos, como o Vermelho Congo, permitindo o emprego de um

método promissor para tratamento de efluentes na descolorag¢do do corante.

Palavras-chaves: Vermelho Congo. Biorremediacdo. Tratamento de efluentes. Fungo.
Mediadores enzimaticos.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the addition of sucrose and Copper Sulfate in
decolorization of the dye Congo red by the fungus LentinuscrinitusCCIBt 2611. Dye
decolorization was evaluated in the concentration of 20mg / L in different sucrose and copper
sulfate concentrations in stationary liquid medium. The maximum discoloration rates were
84.7% in 96 hours of incubation at a concentration of 2.5% sucrose and copper sulfate
(ImM). The micro-organism could keep its growth in the subjected dye concentration and
tolerated its protracted exposure to different sucrose and copper sulfate concentrations,
maintaining a biomass increase, reaching a maximum value of 2,31g / L in the concentration
of 5% of sucrose. The pH ranged between 5 and 6.5, indicating optimal values for the fungus’
growth and discoloration. The enzyme activity showed that the microorganism was capable of
producing the laccase enzyme, reaching the value of 87,46U / ml at a concentration of 5%
sucrose. Based on all exposed above, LentinuscrinitusCCIBt 2611 has a high potential for azo
dyes degradation, such as Congo Red, allowing the use of promising method for treating

wastewater in the decolorization.

Keywords: Congo red. Bioremediation. Wastewater treatment. Fungus. Enzymatic mediators.
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1 INTRODUCAO

As atividades industriais téxteis, nas ultimas décadas, cresceram de maneira demasiada,
gerando grandes problemas em virtude da eliminacdo de rejeitos tdéxicos, oriundos de
subprodutos gerados. Esses rejeitos (s6lidos, liquidos e gasosos) sdo oriundos de operacdes de
limpeza, tingimento e acabamento do produto, sendo responsdveis pela geracdo de grande
quantidade de efluentes que vém sendo produzidos em grande escala, com imensa diversidade
de poluentes e concentracdes. Possuem uma enorme variedade de produtos quimicos, que
podem causar uma série de problemas quando sdo descartados de forma inadequada, gerando
alteracdes no ar, solo e dgua (FORGIARINI, 2006).

De acordo com Dellamatrice (2005), além da preocupacdo com os recursos naturais, as
atencdes tem sido voltadas para os efeitos que essas substancias liberadas no ambiente podem
causar a satide humana. Estes residuos se bioacumulam nos organismos vivos vindo a atingir
a cadeia alimentar. Muitas dessas substancias possuem potencial cancerigeno e mutagénico e
os efeitos de sua entrada constante nos organismos ainda nao sao completamente conhecidos.

Virias alternativas tém sido desenvolvidas para o tratamento de residuos de diferentes
caracteristicas, os quais englobam tratamentos fisico-quimicos ou biolégicos, sendo este
ultimo o mais utilizado. Dentre os processos bioldgicos, véarios organismos podem ser
utilizados na degradagdo de corantes como: bactérias, plantas e fungos (BRUSCATO, 2011).
Devido a complexidade dos residuos, muitas vezes a degradacdo tem sido obtida com a
combinacdo de mais de um tratamento. Assim, alguns tratamentos sdo capazes de remover a
cor, porém ndo degradam completamente a molécula, necessitando um tratamento posterior
para completar a degradacdo dos metabolitos formados (DELLAMATRICE, 2005).

A 1mportancia dos corantes se d4 de maneira evidente, pelo fato de 10.000 diferentes
corantes e pigmentos serem usados industrialmente, representando um consumo anual de
cerca de 700.000 toneladas no mundo, onde somente no Brasil sao 26.500 toneladas (KUNZ
et al., 2002). Estima-se que atualmente 2.000 tipos de corantes estdo disponiveis para a
industria. Essa diversidade se explica, uma vez que cada tipo de fibra requer corantes com
caracteristicas proprias e bem definidas (GUARANI E ZANONI, 2000).

O Vermelho Congo (VC) € um corante solivel em 4dgua e capaz de tingir fibras de
celulose (algodao e viscose) por meio de interagdes de van der Waals (BRUSCATO, 2011).
De acordo com Sivakumar et al. (2014), este € largamente utilizado na industria, possui alta

toxicidade, é mutagénico e carcinogénico, além de possuir estrutura molecular complexa e
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estavel apresenta uma grande persisténcia no meio ambiente, se mantendo inalterado durante
um longo periodo de tempo, o que aumenta ainda mais seu poder poluente.

Dentre os processos de tratamento de efluentes, a biodegradacdao vem sendo investigada
pelas possibilidades de evitar a contaminacdo do ambiente. Quando este ja estd contaminado,
a busca é por estratégias de biorremediacdo, que consiste na aplicagdo de processos biologicos
no tratamento de residuos para recuperar e regenerar os ambientes poluidos, utilizando-se de
micro-organismos selecionados.

Neste sentido, a avaliagdo da degradacdo do corante Vermelho Congo a partir de fungos
basidiomicetos se faz importante, em uma perspectiva de obter novos organismos capazes de

atuarem de maneira mais eficaz nos processos relacionados ao tratamento de efluentes téxteis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito da adicdo de sacarose e de sulfato de cobre na descoloracdo do

corante Vermelho Congo pelo fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito da concentracdo de sacarose e da concentracdo de sulfato de
cobre, bem como da interacdo desses fatores sobre a degradacdo do referido
corante;

e Avaliar o efeito das varidveis supracitadas no crescimento microbiano e na
producio de lacase;

e Relacionar a degradacdo do corante Vermelho Congo a producdo de ligninases e/ou

ao crescimento do fungo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INDUSTRIAS TEXTEIS

O departamento téxtil tem um papel importante na maioria dos paises, resultando em
um dos segmentos industriais de maior tradicdo sendo o carro chefe nos paises emergentes.
Dentre todos os outros segmentos, ele € responsavel por grande parte da economia dos paises
desenvolvidos (FORGIARINI, 2006). No territério nacional ha cerca de 5.000 industrias
texteis, sendo 11% industrias de grande porte, 21% pequeno porte e 68% microempresas
(GONDIM et al., 2007), distribuidas pela regido sul (Santa Catarina), sudeste (Sdo Paulo e
Minas Gerais) e nordeste (Pernambuco, Bahia e Ceard) (GUARATINI; ZANONI, 2000). Sao
empregados quase 1,6 milhdes de pessoas e o setor sozinho € responsavel por cerca de 5% do
PIB nacional, segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria Téxtil e de Confeccao
(ABIT, 2015).

A utilizacdo de grandes quantidades de dgua associado ao reduzido aproveitamento de
insumos (corantes, detergentes, engomantes, amaciantes e outros) faz com que a industria
textil seja responsavel por eliminar grandes volumes de residuos, com elevada carga organica
e forte coloracio (SOUZA E ZALMORA, 2005). Entre os produtos quimicos utilizados
durante o processamento dentro da industria téxtil se destacam os corantes, compostos
aromaticos que possuem sua base de estrutura no benzeno (KAUSHIK E MALIK, 2008)
sendo recalcitrantes, toxicos, xenobidticos, € os efeitos do constante contato com tais
compostos nao sao completamente conhecidos (QUEIROZ e STEFANELLI, 2011). O
algoddo, que € a fibra mais usada no mundo, é também o substrato que requer uma grande
utilizacdo de dgua em seu processamento. O tingimento de um quilograma de algoddo com
corantes reativos demanda de 70 a 150 litros de 4gua, aproximadamente 600 gramas de
cloreto de sodio e de 30 a 60 gramas de corante (ALLEGRE et al., 2006).

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), trés etapas sdo consideradas importantes durante o
tingimento: a montagem, a fixacao e o tratamento final.

Montagem: € a etapa onde a fibra entra em contato com a solugdo de corante (banho de
tingimento) ou € impregnado com corantes por meio de forcas mecénicas (impressdo,
estampa).

Fixacdo: nesta etapa o objetivo € a reacdo entre o corante e o tecido.
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Tratamento final: consiste em lavagem em 4gua corrente que retira o excesso de corante
original ou ndo fixado a fibra téxtil, sendo a quantidade de corante perdido dependendo da
classe ao qual ele pertence (ALCANTARA; DALTIN, 1996; GUARATINI; ZANONI, 1999).

A cor € o primeiro sintoma de contaminac¢do visivel no efluente, e, embora sua remog¢ao
seja uma prioridade, raramente ocorre a completa exaustdo dos corantes, o que resulta na

descarga do excedente em dguas residudrias (SOARES, 2000).
3.2 CORANTES TEXTEIS

Os corantes sintéticos sdo extensivamente utilizados na industria téxtil, grafica, dentre
outras. Aproximadamente 10.000 diferentes corantes e pigmentos sao usados industrialmente,
o que representa um consumo anual de cerca de 700.000 toneladas no mundo e 26.500
toneladas somente no Brasil (GUARATINI E ZANONI, 2000).

Os corantes téxteis sao compostos organicos com finalidade de conferir a uma fibra uma
determinada cor. A mesma tem que estar em uma condi¢cdo preestabelecida, reagindo ou nao
com o material durante o tingimento. Os corantes sao soliveis, nao abrasivos e mostram alta
capacidade de absor¢do luminosa. A molécula de corante pode ser dividida em duas partes,
um grupo cromoéforo (nitro, nitroso, azo e carbonila), que proporciona a cor, € uma estrutura
responsdvel pela fixagdo do corante a fibra de tecido, que € chamada de grupo auxocromo
(etila, nitro, amino, sulfonico, hidroxila, metoxi) (KUNZ et al. 2002). Segundo Zanomi e
Carneiro (2001), os corantes apresentam estruturas moleculares complexas que podem

envolver até 500 reagdes.

3.2.1 Classificacdo dos corantes

Atualmente existem varias classes de corantes divididos segundo a sua fixa¢do, como
por exemplo, dcido, direto, basico, de enxofre e reativos. Sendo os corantes reativos 0s mais
utilizados, e s@o assim chamados devido a sua capacidade de formar ligacdes covalentes com
a fibra.

Segundo Guaratini e Zanoni (1999) os principais grupos de corantes classificados pelo

modo de aplica¢do sao:
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Corantes diretos: soliveis em dgua e capazes de tingir fibras de celulose (algoddo e viscose)
por meio de interacdes de Van der Waals. E constituida principalmente por corantes contendo
mais de um grupo azo ou pré-transformada em complexos metélicos. Exemplo € o corante

Vermelho Congo mostrado na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica do corante Vermelho Congo, contendo
um grupo diazo como grupo croméforo.

Fonte: http://www.pharmaresearchlibrary.com/ijcps-2014-volume-2-issue-2/
Corantes azoicos: insoliveis em dgua, que apresentam ligacdes azo (ligacdio —N=N-) ligadas

a sistemas aromaticos. A fibra é impregnada com um composto solivel em dgua, chamado de

agente de acoplamento. Um exemplo € o corante Marrom Bismark.

Figura 2 - Estrutura quimica do corante Marrom Bismark

HoN NH» HoN NH.
_N N
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Fonte: http://www.mpbio.com/product.php ?pid=02150473 &country=30

Corantes acidos: ligam-se a fibra por meio de troca idnica envolvendo um par de elétrons
livre dos grupos amino e carboxilatos das fibras proteicas, na forma ndo protonada.
Caracterizado por estruturas quimicas baseadas em grupos azo, antraquinona, triarilmetano,

entre outros. Um exemplo € o corante Amarelo Metanil.
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Figura 3 - Estrutura quimica do corante Amarelo Metanil.
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Fonte: http://images.chemnet.com/suppliers/chembase/605/6059.gif
Corantes a cuba: praticamente insoliveis em dgua, entretanto durante o processo de tintura

sdo reduzidos, tornando-se soliveis e posteriormente oxidados, regenerando a forma original

do corante a fibra. Um exemplo é o corante Indigo Azul.

Figura 4 - Estrutura Quimica do corante Indigo Azul
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Fonte: http://universechemistry.blogspot.com.br/2015/08/revise-ligacao-sigma-e-ligacao-pi.html

Corantes de enxofre: compostos macromoleculares com pontes dissulfeto, altamente

insoluveis em dgua. Um exemplo € o corante Amarelo Claro Brysulf.

Corantes dispersos: sdo insoliveis em dgua, aplicados em fibras de celulose, por meio de

suspensdo. Usualmente o processo de tingimento ocorre na presenca de agentes dispersantes



20

que normalmente estabilizam a suspensdo do corante facilitando o contato entre corantes e a

fibra hidrofébica. Um exemplo € o corante Cibacete Brilliant Blue.

Figura 5 - Estrutura quimica do corante Cibacete Brilliant Blue.

NH, O NH,

NH, O  NH,

Fonte: http://www.trc-canada.com/product-detail/?CatNum=D493475

Corantes pré-metalizados: caracterizados pela presenga de um grupo hidroxila ou carboxila
na posi¢do orto em relagdo ao grupo azo, permitindo a formacdo de complexo com ions

metalicos.

Figura 6 - Estrutura molecular tipica de corantes pré-metalizados.

Fonte: (BRUSCATO, 2011)

Corantes reativos: sdo corantes que apresentam um grupo eletrofilico capaz de formar
ligacdes covalentes com os grupos hidroxilas das fibras celulésicas, com grupos amino,
hidroxila e tidis das fibras proteicas € também com grupos aminos das poliamidas. Os
principais apresentam grupos azo (-N=N-) e antraquinona como croméforos. Um exemplo € o
corante Remazol Azul, CI Reactive blue220 (RB220), que apresenta em sua estrutura

complexos de cobre e formazana.
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Figura 7 - Estrutura molecular tipica de corante reativo.
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Fonte: (BRUSCATO, 2011)

Existem vdrios grupos croméforos utilizados atualmente nos corantes, mas sem divida
0s mais representativos e largamente utilizados sdo os da familia dos azos corantes (KUNZ,

2002).

3.2.2 Aspectos ecoldgicos e toxicologicos

A principal via pela qual os corantes ingressam no ambiente € por meio das dguas
residuais. Em decorréncia a sua prépria natureza a presenca de quantidades muito pequenas
de corantes ja tornam o efluente colorido, o que impede a penetracdo de luz solar na dgua,
estes rejeitos diminuem a atividade fotossintética de alguns organismos, provocam distirbios
na solubilidade dos gases e causam danos nas branquias dos organismos aquéticos. Dos mais
de trés mil corantes analisados quanto a sua toxicidade sobre peixes e mamiferos foi
constatado que menos de 2% deles apresentam uma toxicidade considerada, sendo que os
corantes basicos, em ambos os casos foram os que apresentam maior toxicidade (NIGAM et
al, 2000; ZEE, 2002).

Os riscos associados a saude humana, sdo diretamente relacionados ao tempo e modo de
exposicdo, ingestdo oral, sensibilizacdo da pele, sensibilizacio das vias respiratérias. A
analise do grau de toxicidade oral de corantes, medido por meio de 50% da dose letal (LD50)
tem demonstrado que apenas um nudmero reduzido de corantes pode apresentar toxicidade
aguda (LD50 < 5g/Kg) e sdo encontrados particularmente nos corantes bis-azo e cationicos.
Estudos biocinéticos t€ém mostrado evidéncias de que corantes azo soldveis em &dgua, se
oralmente administrados s3o metabolizados na microflora intestinal e excretados mais

rapidamente do que os compostos menos soliveis. Entretanto, os riscos cronicos destes tipos
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de corantes e intermedidrios levam em consideracdo suas propriedades carcinogénicas e
mutagénicas. Nesta classe de corantes, o grupo que tem atraido maior atencdo tem sido os
corantes contendo a fung¢do azo-aromitico como cromoéforo, os quais constituem o maior
grupo de corantes organicos produzidos mundialmente. Entretanto, a literatura especializada
mostra que devido a problemas econdmicos, paises menos desenvolvidos como Brasil,
México, India e Argentina, ndo tém cessado completamente a produgio de alguns corantes 2
base de benzidinas (vermelho congo) de grande potencialidade econdmica (GUARATINI E
ZANOMLI, 1999).

3.3 CORANTE VERMELHO CONGO

O corante vermelho congo (VC) € largamente utilizado na industria, devido a sua
estrutura molecular complexa e estdvel possuir uma grande persisténcia no meio ambiente, se
mantendo inalterado durante um longo periodo de tempo (SIVAKUMAR et al, 2014), o que
aumenta ainda mais seu poder poluente. Devido a sua elevada solubilidade em 4gua, esse
corante confere uma forte cor ao efluente final.

A molécula do vermelho do congo, compreende um grupamento diazo que favorece a
deslocalizacdo dos elétrons na molécula e anéis aromaticos com os substituintes amino e
sulfonato sdédico. O Vermelho Congo é o sal sédico do d4cido benzidinodiazo-bis-
Inaftilamina-4-sulfonico, cuja férmula molecular € C3,H2:Ne¢NaxOgS,, com massa molar de
696,66g.m01’1 e estrutura molecular bastante complexa contendo anéis aromdticos que
dificultam ainda mais a sua degradacdo quimica. Trata-se de um corante classificado como
diazo secunddrio por apresentar dois grupos de ligacdes estaveis azo (- N = N -) (QUEIROZ

et al, 2011).

3.4 TRATAMENTO DE EFLUENTES

O governo brasileiro tem adotado varias medidas que regulamentam o lancamento de
efluentes em corpos receptores. Dentre as leis, destaca-se a Resolucdo n°. 357 do CONAMA,
instituida em 17 de marco de 2005, que estabelece condigdes e padroes de lancamento de
efluentes nos corpos receptores. Embora nio estabeleca valores mdximos para o parametro de

cor, estd instituido que os efluentes ndo podem modificar as caracteristicas originais dos
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corpos receptores. Isso implica que a industria deve desenvolver tratamento de seus efluentes
in loco antes de despeja-los. Para o atendimento de tais requisitos, tanto as indudstrias como o0s
cientistas tém direcionado suas pesquisas na busca de tratamentos e tecnologias visando a
descoloracdo de corantes nos efluentes.

No que diz respeito ao tratamento de efluentes coloridos, a diversidade estrutural dos
corantes proporciona uma grande variedade de cores, dificultando, entretanto, a utilizacao de
um tnico método no tratamento desses efluentes (FERREIRA-LEITAO, 2000). Atualmente,
véarios métodos podem ser utilizados na remog¢do de corantes em efluentes industriais. Estes
métodos podem ser distribuidos em trés categorias, que sao quimicos, fisicos e bioldgicos

(SILVA, 2011).

3.4.2 Métodos quimicos

Os métodos oxidativos sdo os métodos quimicos mais utilizados, em decorréncia de sua
simplicidade de aplicacdo. A oxidacdo quimica remove a cor de efluentes como resultado da
quebra das ligacdes aromaticas das moléculas de corantes. Os processos oxidativos avangados
(POA) se caracterizam por transformar a grande maioria dos contaminantes organicos em
di6éxido de carbono, dgua e anions inorgénicos, por meio de reacdes de degradacdo que
envolvem espécies transitdrias oxidantes, principalmente os radicais hidroxila. Sdo processos
limpos e ndo seletivos, podendo degradar inimeros compostos, independentemente da
presenca de outros (TEIXEIRA E JARDIM, 2004).

A oxidagdo por ozonio € capaz de degradar hidrocarbonetos clorados, fenois, pesticidas
e hidrocarbonetos aromdticos. E um método que apresenta melhores resultados na oxidago
de moléculas de corantes com dupla ligacdo, como os croméforos, quebrando a dupla ligacao
e formando moléculas menores, resultando na reducdo da coloragdo. Essas pequenas
moléculas podem ter propriedade toxicas ou carcinogé€nicas, onde a ozonizagdo aliada a um

processo fisico pode resolver esse problema (REIS, 2009).
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3.4.2 Métodos fisicos

Os métodos fisicos consistem em técnicas de remocao resultantes de dois mecanismos:
adsorcdo, onde o corante é fixado a um suporte, como o carvdao ativado e troca idnica,
influenciados por multiplos fatores fisico-quimicos, tais como: interacdo corante/sorvente,
area da superficie do sorvente, tamanho da particula, temperatura, pH, e tempo de contato.
Tém grande aplicabilidade no tratamento de efluentes téxteis, principalmente por meio da
utilizacdo de carvao ativado como adsorvente e no tratamento com membranas (ROBINSON
et al., 2001).

A técnica de adsorcdo recentemente tem ganhado um certo favoritismo com relagdo aos
métodos convencionais devido a sua efici€éncia na remog¢ao de poluentes estaveis, produzindo
um efluente de alta qualidade e € um processo economicamente vidvel (REIS, 2009).

Outro método € a filtracio com membrana, que tem a capacidade de clarificar,
concentrar e separar o corante de efluente. E resistente a temperaturas, condi¢des quimicas e
bioldgicas adversas. E adequado para recirculacio da dgua dentro de uma planta industrial se
o efluente contém baixas concentragdes de corantes, mas € incapaz de reduzir a quantidade de

s6lido dissolvido, o que dificulta a reutilizagdo da d4gua (ROBINSON, 2001).

3.4.3 Métodos bioldgicos ou biorremediacao

Os métodos bioldgicos sdao os mais utilizados pelas inddstrias, devido a eficiéncia em
remediar grandes quantidades de efluentes baseado na nutri¢cdo de micro-organismos, 0s quais
se proliferam na presenca de residuos utilizando-os como fonte de carbono e nitrogénio. Os
processos de oxidag@o bioldgica podem ser de trés tipos: aerdbico (lagoas de estabilizacgdo,
lodo ativado), anaerdbico (reatores anaerdbicos) e misto (fossas sépticas e digestdo de lodo)
(REIS, 2009).

De acordo com Ballaminut (2007), a biorremediacdo compreende o uso de organismos
vivos em tratamentos de ambientes contaminados para reduzir a concentracdo dos poluentes a
niveis ndo detectdveis, ndo toxicos ou aceitdveis, dentro dos limites estabelecidos pelas
agéncias de controle ambiental. As tecnologias de biorremediacdo representadas na Tabela 1,

vém sendo indicadas para restauracao de locais muito poluidos, onde a biodegrada¢do natural
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ocorre lentamente. Os métodos de aceleragdo desse processo podem utilizar da manipulagdo
das condi¢des ambientais para estimular os micro-organismos de ocorréncia natural
(autéctone) na degradacdo. Esses métodos podem ser melhorados com a inser¢do de micro-
organismos aldctones com comprovada capacidade de metabolizar o poluente, ocorrendo no
proprio local (in situ), ou fora dele (ex situ), resultando na remog¢ao do material contaminado.
A biorremediagdo € um processo que combina eficiéncia e baixo custo, tornando-se
muito interessante para o uso na “limpeza” de solos e aguas. Chegando a ser 65% a 85% mais
econdmica que as técnicas de descontaminagdo e tratamento de residuos industriais (CIB,

2004).

Tabela 1 - Tipos de tecnologias de biorremediacao (Ballaminut, 2007).

Tipo de biorremediacao Conceitos

Biorremediacio intrinseca A degradacao dos contaminantes é feita pela microbiota
autdctone, utilizando apenas os recursos disponiveis no

local.

Bioestimulacao A otimizacdo das condigdes de crescimento dos micro-
organismos nativos do local contaminado, oferecendo

condicdes que estimulem o metabolismo degradativo aos

mesmos.
Bioaumento Introducdo de micro-organismos para degradacdo de um
contaminante.
Biofiltros Micro-organismos mobilizados em colunas para tratamento

de ar ou efluentes liquidos.

Bioventilacao Introducdo de oxigénio no solo para estimular a acdo dos

micro-organismos € evaporar o poluente.

“land farming” Sistema de tratamento de residuos e efluentes

contaminados no solo.

Compostagem Processo de tratamento aerdbio terméfilo, onde o material
contaminado € misturado a um grande volume de substrato

que contém microbiota degradadora.

Biorreatores Reatores onde € introduzido o micro-organismo, com

controle de aeragdo, temperatura e outros fatores.
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Os micro-organismos removem os corantes por meio de trés mecanismos: biossor¢ao,
bioacumulacao e biodegradacdo. A biossor¢ao pode ser definida como uma ligacao do soluto
a biomassa por meio de um processo que ndo envolve transporte de energia metabdlica.
Atualmente, tem se observado um crescente interesse em termos de pesquisa de adsorcao pela
procura por adsorvente de baixo custo, aumentando assim o interesse por residuos da industria
ou da mistura, além de biomassa microbiana como bactérias, fungos e algas podem ser
utilizados como material adsorvente. A bioacumulacao ¢ definida como sendo o actimulo de
poluentes por ativacdo de células em crescimento por seu metabolismo (SILVA, 2015).

A grande motivagdo de pesquisadores envolvidos em estudos de biodegradacao pode
ser a busca continua de microrganismos capazes de degradar de maneira eficiente e em tempo
razodvel, um grande nimero de poluentes a um baixo custo operacional. A utilizacdo de
bactérias, como Pseudomonas sp e Sphingomonas sp tem sido publicada em artigos sobre a
degradacdo de corantes. Estes microrganismos sdo particularmente tteis para degradacao de
azocorantes, pois tem a capacidade de realizar a clivagem nas ligacdes azo deste tipo de
composto, fato este que geralmente estd associado a enzima azoredutase (BRUSCATO,
2011).

Fungos em combinacdo com métodos quimicos também té€m sido testados e se mostrado
bastante eficientes na descoloracdo de efluentes e corantes téxteis. Os fungos ligninoliticos
tém despertado grande interesse devido a diversidade de enzimas (lignina peroxidases,
lacases, fenol oxidases, entre outras) por eles secretados, com ac¢do sobre multiplos substratos
de origem industrial. Estas enzimas apresentam a capacidade de despolimerizar a lignina e
uma grande variedade de outros compostos. Especialmente para efluentes téxteis, alguns
estudos tém sido realizados explorando sua capacidade de degradar e mineralizar corantes.

(FERREIRA, 2007).

3.5 FUNGOS BASIDEOMICETOS E ENZIMAS LIGNOLITICAS

Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos com a biodegradacdo de corantes,
principalmente utilizando fungos basidiomicetos. Suas enzimas extracelulares microbianas
sdo efetivas na degradacdo de poluentes, principalmente aquelas presentes nos basidiomicetos
da podriddo-branca da madeira. As enzimas do sistema lignolitico desses fungos sdo

responsaveis pela degradacdo de uma grande variedade de compostos recalcitrantes. Os
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fungos apresentam uma série de caracteristicas que os tornam interessantes para aplicacdo em
sistemas de biorremediacdo, como capacidade de crescer sob condi¢des de estresse ambiental;
seu modo de crescimento, induzido quimiostaticamente em direcdo a fonte de carbono
organico, por meio do alongamento e da ramificacdo das hifas, que permite a colonizagdo de
grandes dreas e o sistema de biodegradacdo fiingico, realizado por enzimas extracelulares.
(RIBEIRO, 2013).

As enzimas responsdveis pela degradacdo destas moléculas sdo as peroxidases, como
manganés peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP), lacases e fenol oxidases. Estas
enzimas ligninoliticas sdo intra ou extracelulares e apresentam baixa especificidade para o
substrato, sendo bastante interessantes para o tratamento de residuos de caracteristicas
variadas como os residuos téxteis (DELLAMATRICE et al., 2008). Estas enzimas agem
como catalizadores biologicos e diminuem a energia de ativagao das reagcdes (MACHADO et
al., 2006).

Fungos basidiomicetos sdo capazes ndo s6 de descolorir, mas também de degradar e
mineralizar diferentes tipos de estruturas presentes nos corantes (azo, antraquinona,
heterociclico, trifenilmetano e corantes poliméricos), além de indmeros outros compostos
organicos toxicos e recalcitrantes (MACHADO et al., 2006). Os fungos de podriddao branca
possuem a capacidade de degradar lignina, o que os torna o grupo mais interessante dentre os
fungos para utilizacdo em biorremediacdo. O sistema que degrada extensivamente a lignina
também ¢é responsdvel pela degradacdo de alguns compostos poluentes organicos como

clorofendis, nitrofendis e hidrocarbonetos poliaromaticos. (BALLAMINUT, 2007).

3.6 DEGRADACAO DO CORANTE VERMELHO CONGO POR BASIDEOMICETOS

O uso de fungos para o tratamento de efluentes é muito promissor, uma vez que tais
micro-organismos possuem um aparato metabolico que libera enzimas ndo especificas que
possuem alto poder oxidativos, facilitando a degradacdo dos compostos presentes no efluente,
sendo o grupo Basidiomicete o mais visado pela biotecnologia, pelo fato de possuirem alto
potencial de recuperacdo de ambientes degradados, chegando ao percentual de remocdes de
corante no valor de 89%. (KAMIDA et al., 2005; CUNHA et al., 2012). Segundo Melo et al.
(2014), em experimento com o fungo basidiomiceto ha superioridade de adsor¢ao/degradacao

do corante Vermelho Congo pelo fungo Lentinus crinitus em cultivo sem agitagdo.
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A utilizacdo de fungos ligninoliticos em bioprocessos envolvendo descontaminacio
ambiental, principalmente basidiomicetes degradadores da podriddo branca, vem crescendo
grandemente nos ultimos tempos, no que se refere a utilizacdo de sistemas enzimadticos,
devido as suas vantagens. Entre essas vantagens pode-se destacar a diminui¢do de compostos
toxicos durante o processo de descontaminagdo, uma vez que se trata de um processo natural,
ndo necessitando de substancias quimicas. Fungos basidiomicetos como o Lentinus crinitus

mostraram-se eficientes em processos de biodegradacdo e descoloracdo de efluentes téxteis

(SOUZA E ROSADO, 2009).

3.7 UTILIZACAO DE SACAROSE NOS PROCESSOS DE BIODEGRADACAO

Estudos realizados com utilizacdo de sacarose como condicdo experimental para a
biodegradacdo de corantes por fungos de podriddo branca, indicaram uma otimiza¢do dos
experimentos. Em que verificou-se que na auséncia de sacarose nao houve biodegradagao do
corante, indicando que o fungo ndo foi capaz de utilizar os corantes como tunica fonte de

carbono e energia (MARTINS et al., 1999).

3.8 MEDIADORES ENZIMATICOS

Mediadores sdao moléculas de baixa massa molecular que estdo indiretamente
envolvidas na reacdo enzimdtica. Ao permitirem alargar o espectro de substratos em que a
enzima atua, vieram dar um novo aspecto a acdo das enzimas em geral e da lacase em
particular. Os fungos de degradagdo branca segregam um conjunto de compostos juntamente
com as enzimas oxidativas, que se sabem ser os mediadores necessdrios a acdo das enzimas.
Um mediador quimico da lacase é geralmente um intermedidrio fortemente oxidavel. Varios
autores sistematizaram as caracteristicas que devem ter um bom mediador: ser um bom
substrato da lacase; deve ser estdvel; ndo devem inibir a reacdo enzimdtica; a sua forma
oxidada deve ter uma meia vida suficientemente longa permitindo a sua difusdo no substrato;
possuir um potencial de oxidagdo alto (ALVES, 2011). Mais de 100 possiveis mediadores tem
sido descritos, mas o mais comum € o ABTS, o primeiro mediador referido para a lacase

(SOARES, 2000).
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3.9 INDUTORES ENZIMATICOS

De acordo com Alves (2011), a produgdo de lacase pode ser aumentada por adicdo de
indutores a cultura de fungos. O cobre é um componente essencial da lacase e a
suplementacdao aumenta a sua sintese numa grande variedade de fungos. Estudos realizados
com cultura de Magnaporthe grisea, indicam que a adi¢do de sulfato de cobre como indutor
aumentou 8 vezes a atividade da lacase. Além do cobre outros metais como ferro e cdlcio tem
capacidade de induzir a atividade da lacase. Grandes quantidades de manganés também

mostraram induzir a producdo de lacase.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DAS ATIVIDADES

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido (CDSA) da Universidade Federal de Campina

Grande (UFCG), Campus Sumé — Paraiba.

4.2 MICRO-ORGANISMO

Para realizacdo das atividades foi utilizado o microorganismos pertencente ao Reino:
Fungi, Filo: Basidiomycota, Classe: Basidiomycetes, Ordem: Polyporales, Familia:
Polyporaceae, Género: Lentinus, Espécie: Lentinus crinitus 2611, visualizado na figura 8,
cedido da Colecdo de Cultura de Basidiomicetos (CCB) do Instituto de Botanica (IBt) da

Secretaria de Meio Ambiente do estado de Sao Paulo.

Figura 8 - Fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611 cultivado em meio MEA (2%) repicado em placa de
Petri com aproximadamente 7 dias.

Fonte: Imagem capturada pela pesquisadora.

O cultivo do isolado foi feito a 28°C em dgar extrato de malte - MEA (2%), constituido

de extrato de malte 2%, peptona 0,1% e dgar 1,5%.
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4.3 CORANTE

O corante utilizado foi o Vermelho Congo, visualizado na figura 9, cuja férmula
molecular é C3;H2,NeNa,OcS,, apresentando massa molar de 696,66 e solucdo vermelha.

Partiu de solucdo estoque de concentracdo 2,5 g/L.

Figura 9 - Corante Vermelho Congo na concentrago de 2,5 g/L.

Fonte: Imagem capturada pela pesquisadora.

4.4 CONDICOES DE CULTIVO

4.4.1 Meio liquido para avaliacao da descoloracao

Para avaliacdo da descolorac¢do do corante Vermelho Congo em meio liquido foi usado
caldo de batata 200 g/L, previamente autoclavado por 20 minutos a 121°C e distribuido em
frascos de Erlenmeyer de 250mL, contendo sacarose nas concentragdes de 0, 2,5 e 5%,
Sulfato de cobre (CuSOy) nas concentragdes de 0, 1 e 2 mM e corante na concentragdo de 20
mg/L. Como controle foi utilizado o mesmo sistema, na auséncia do inoculo microbiano.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Foram retirados pedacos correspondentes a 1/8 das placas contendo fungo previamente
cultivado por 10 dias e transferido, em condi¢des assépticas, para frascos contendo 100 mL de
caldo de batata nas diferentes concentracdes de sacarose e sulfato de cobre, com 20 mg/L de

corante, como demonstrado na figura 10.
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Figura 10 - (A) Cortes correspondentes a 1/8 da placa; (B) Micro-organismos inoculados no meio de
cultura contendo o corante.

Fonte: Imagem capturada pela pesquisadora.

Os frascos foram incubados em cultivo sem agitacdo por 96 horas a 28°C. O cultivo foi
interrompido com 24, 48, 72 e 96 horas para coleta e andlise de dados representado na Figura
11.

Figura 11 - (A) Cultivo em incubadora; (B) Cultivo ap6s 48 horas na incubadora.

Fonte: Imagem capturada pela pesquisadora.

4.4.2 Obtencao de filtrado

A obtencdo do filtrado foi realizada por meio de filtracdo a vacuo utilizando papel filtro

com poro de 0,25 pm.
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4.4.3 Descoloracao do meio e afericao do pH

O filtrado foi empregado para afericio do pH com o auxilio de fitas de pH e da
absorbancia para avaliacdo de descoloracdo do corante. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

A leitura da absorbancia do filtrado das amostras foi realizada em espectrofotdmetro
Instrutherm UV — 1000A, e utilizada para inferir a descoloracdo em cultura realizada pelo
fungo. O comprimento de onda utilizado neste trabalho para leitura de absorbancia foi
realizado com base na absorbancia maxima A (nm) do corante em estudo (MANCHILA,
2006). A porcentagem de descoloragdo em cultura foi calculada de acordo com a Equagao 1

(BRUSCATO, 2011; SILVA, 2015).

Acontrole—Aamostra

% de descoloragao = ( ) * 100 (1)

Acontrole

Sendo:
Aamostra: absorbancia a 480 nm do sobrenadante;

Acontrole: absorbancia a 480 nm do sobrenadante de culturas sem o indculo fiingico.

4.4.4 Atividade enzimatica

A atividade enzimadtica foi determinada por meio da oxidacdo do ABST (&cido 2,2° —
azino-bis-3-etilbenzotiazol-6-sulfonico), medida por variagdo de absorbancia a 420 nm (g =
36000 M-1 cm-1) durante 6 minutos, em espectrofotdmetro Instrutherm UV — 1000A,
seguindo o método descrito por Ballaminut (2007). A mistura de reacdo estd expressa na
Tabela 2. Uma unidade enzimdtica corresponde a quantidade de enzima capaz de oxidar

IuMol de ABST por minuto.
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Tabela 2 - Concentracdes da mistura de reagcédo para determinacéo da atividade enzimatica.

Componentes Volume (ul)
Tampao acetato de sédio (50mM) 450
ABST (5mM) 150
Extrato enzimatico 900

Fonte: (Ballaminut, 2007)

4.4.5 Crescimento fiingico em meio liquido

A determinagdo do crescimento fiingico em meio liquido foi realizada pela andlise de
biomassa obtida por filtracdo a védcuo, que foi incubada em estufa a 60°C, por 96 horas, em
papel filtro de poro 0,25 um, seguida de afericao por gravimetria (SILVA, 2015).

A biomassa foi determinada pela Equacao 2.

X = Massa 2 — Massal 2)

Sendo:
X: Valor da Biomassa;
Massa 2: Média do papel filtro com células;

Massa 1: Média do papel filtro sem células.

4.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A realizacdo dos ensaios foi estruturada por planejamento experimental fatorial
completo 2% acrescido de trés pontos centrais para aumento de reprodutibilidade, totalizando 7
ensaios de forma aleatdria. Por meio do planejamento, as varidveis analisadas foram: sacarose
e sulfato de cobre. As varidveis e os niveis dos ensaios sdo mostrados na Tabela 3 e a matriz
do planejamento na Tabela 4.

Para montagem de planilhas e plotagem de graficos foram utilizados os softwares

Microfost Office Excel 2013, Origin 8 e Statistica® 8.0 (marca registrada da StatSoft).
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Tabela 3 - Varidveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial

Variavel -1 0 1
Sacarose (%) 0 2,5 5
Sulfato de Cobre (mM) 0 1 2

Fonte: Construida com os dados da pesquisa

Tabela 4 - Matriz do planejamento fatorial 2> com trés repeti¢des no ponto central

Variaveis
Ensaios Sacarose (%) Sulfato de cobre (mM)
1 -1 (0) -1 (0)
2 +1 (5) -1 (0)
3 -1 (0) +1(2)
4 +1 (5) +1(2)
5 02,5 0(1)
6 02,5 0(1)
7 02,5 0(1)

Fonte: Construida com os dados da pesquisa

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Neste item € apresentado a relacdo entre as atividades enzimdticas, descoloragdo e
biomassa, de cada ensaio contendo diferentes concentracdes de sacarose e sulfato de cobre em
que o fungo foi cultivado, no periodo de até 96 horas.

No Gréfico 1 € mostrado o perfil da atividade enzimatica, descoloracdo e biomassa
referente ao cultivo do fungo na presenga do corante na concentragio de 20 mg.L™", com 0 %

de sacarose e OmM de Sulfato de cobre.
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Grafico 1 - Perfil da andlise entre a atividade enzimatica, descolorac¢@o e biomassa referente ao cultivo
do fungo na presenca do corante na concentracio de 20 mg.L™", com 0 % de sacarose e OmM de
Sulfato de cobre
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Fonte: Construida com os dados da pesquisa

A partir de 24 horas ja € possivel observar a ocorréncia de atividade de lacase, que se
manteve até 72 horas, momento em que verificou-se o pico de atividade atingindo o valor de
15,66 U.mL’l, as 96 horas do cultivo percebe-se um desvio de atividade de lacase. A
descoloracdo permanece crescente sendo que com 96 horas atingiu o pico de 43,62% de
descoloracdo. O crescimento fungico segue apresentando pouca varia¢ao nos instantes de 48 e
72 horas, e atinge o méaximo crescimento de 1,33g.L”" em 96 horas. O pH do ensaio se
manteve constante em 6 até 48 horas, reduzindo para 5 em 72 horas, e em 96 horas voltou ao
valor inicial.

No Griéfico 2 € mostrado o perfil da atividade enzimatica, descoloragdao e biomassa
referente ao Ensaio 2 em que o fungo foi cultivado na presenga do corante na concentragdo de

20 mg.L"' com 5 % de sacarose e 0OmM de Sulfato de cobre.
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Grafico 2 - Perfil da andlise entre a atividade enzimdtica, descolorag¢@o e biomassa referente ao cultivo
do fungo na presenga do corante concentragdo de 20 mg.L'1 com 5 % de sacarose e OmM de Sulfato
de cobre
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Fonte: Construida com os dados da pesquisa

No Ensaio 2 pode-se observar que a atividade enzimatica se manteve crescente até 48
horas, alcancando o pico de 87,464U.mL" com 96h. O mesmo perfil foi verificado para
descoloracdo e os valores de biomassa, obtendo-se o pico de 69,24 % e 2,3g/L em 96 horas,
respectivamente. O pH se manteve crescente em 5, 6,0 e 6,5 até as 72 horas de cultivo, caindo
para o pH 6,0 no instante de 96 horas. Este resultado corrobora com obtido por Bruscato
(2011), que observou a produgdo de lacase utilizando fungos endofiticos com 10 dias de
cultivo em meio liquido, na presenca de fontes de carbono e nitrogé€nio que atuaram como
indutores enzimaticos.

No Griéfico 3 encontra-se o perfil da andlise entre a atividade enzimatica, descoloragdo e
biomassa referente ao cultivo do fungo na presenca do corante vermelho congo na

concentragio de 20 mg.L™' com 0 % de sacarose e 2mM de Sulfato de cobre.
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Grafico 3 - Perfil da andlise entre a atividade enzimdtica, descolorac@o e biomassa referente ao cultivo
do fungo na presenga do corante vermelho congo na concentragio de 20 mg.L™' com 0 % de sacarose e
2mM de Sulfato de cobre
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Fonte: Construida com os dados da pesquisa

No Ensaio 3, a partir de 24 horas pode-se observar uma crescente atividade enzimatica,
chegando ao valor mdximo de 23,48 U.mL"! em 72 horas de cultivo. O instante de 96 horas
ndo foi analisado, pois apresentou contaminagdo. A porcentagem de descoloracio e o valor de
biomassa mantiveram-se estaveis até 48 horas de cultivo, apresentando um aumento no
instante de 72 horas. Atingindo os valores de 46,552% e 1,326g/L, respectivamente. O pH se
manteve estavel no valor de 5.

No Gréfico 4 observa-se o perfil da andlise do Ensaio 4, mostrando a atividade
enzimdtica, descoloracdo e biomassa referente ao cultivo do fungo na presenga do corante
vermelho congo na concentracio de 20 mg.L™' com 5 % de sacarose e 2mM de Sulfato de

cobre.
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Grafico 4 - Perfil da andlise entre a atividade enzimdtica, descolorag¢@o e biomassa referente ao cultivo
do fungo na presenca do corante com 5 % de sacarose e 2mM de Sulfato de cobre
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Fonte: Construida com os dados da pesquisa

Neste ensaio, ocorreu a adicdo das maiores concentracdes de sacarose e sulfato de
cobre, sendo que a produgdo de lacase se deu de forma crescente, chegando ao pico de
atividade com 52,767U.mL™" com 96 horas de cultivo. A partir de 24 horas de incubagio a
descoloracdo foi crescente tendo — se alcancado valor maximo de 83,22 % em 96 horas. A
biomassa foi crescente, sendo que o pico foi de 1,91g/L em 96 horas de cultivo. O pH iniciou
em 35,5, apresentou uma queda para 5 em 48horas, e em72 horas. No instante de 96 horas
voltou a ser observado o valor de 5,5.

No Griéfico 5 encontra-se o perfil da andlise entre a atividade enzimatica, descoloragdo e
biomassa referente ao cultivo do fungo na presenca do corante vermelho congo na
concentragio de 20 mg.L™" com 2,5 % de sacarose e 1mM de Sulfato de cobre, representando

as médias dos pontos centrais.
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Grafico 5 - Perfil da andlise entre a atividade enzimdtica, descolorag¢@o e biomassa referente ao cultivo
do fungo na presenca do corante com 2,5 % de sacarose e ImM de Sulfato de cobre, representando a
média dos pontos centrais
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Fonte: Construida com os dados da pesquisa

Neste ensaio, pode-se observar um aumento na atividade de lacase até o instante de 96
horas, chegando ao valor midximo de 45,46 UmL! A porcentagem de descoloracdo
apresentou uma queda em 48 horas de cultivo, seguindo de aumento com 72 horas, que se
manteve até as 96 horas por volta de 84,73%. A biomassa, da mesma forma que a atividade
enzimitica, apresentou —se crescente aumento, chegando a 1,39g.L" de crescimento. O pH se
manteve constante no valor de 6. Estes resultados corroboram com Kamida et al. (2005), que
observou atividade de lacase com pico de produgdo de 15 U/L, aos 9 dias de incubagdo do
fungo Pleurotus sajor-caju na presenca do corante indigo. Sendo que, neste trabalho, a
atividade de lacase foi identificada em apenas 24 horas de cultivo.

A Tabela 5 indica os valores de produ¢do enzimdtica nos diferentes ensaios em que o

fungo foi submetido.
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Tabela 5 - Atividade enzimdtica dos ensaios do planejamento

Atividade enzimatica (U.mL-1)

Ensaios 24h 48h 72h 96h
1 8,42 + 2,65 14,70 + 3,81 15,66 +2,97 14,75 £ 1,33
2 14,97 + 0,49 22,43 +£0,32 20,51 £ 2,41 87,46 + 11,22
3 9,93 +0,7 14,09 £ 2,72 23,48 +£5,16 -
4 6,80+ 1,19 30,17 £ 11,58 31,95 +£6,13 52,77 £ 3,20
PC 10,94 + 3,62 22,15 +4,46 22,06 +1,91 45,46 + 4,58

Fonte: Construida com os dados da pesquisa

O Diagrama 1, representa os efeitos estimados, em ordem decrescente de magnitude,
das varidveis sacarose e sulfato de cobre, bem como as interacdes entre as varidveis na
atividade de lacase. Na Figura verifica-se que todas as varidveis, bem como a interacio entre

elas influenciaram a resposta de atividade enzimaética.

Diagrama 1 - Diagrama de Pareto para varidveis independentes sacarose e sulfato de cobre na
resposta atividade enzimética

(1)Sacarose 13,77159

1by2 -5,41165

(2)Sulfato de Cobre -3,32233

Estimativas de Efeitos (Valor Absoluto)

Fonte: Construido com os dados da pesquisa

O Ensaio 1 apresentou os menores valores de producdo de enzima, descoloracdo e
biomassa. O que pode ser atribuido a auséncia dos indutores enzimdticos. O Ensaio 2

apresentou o maior valor de produgdo de lacase e crescimento ftingico.
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Neto (2012) alcangou os valores de atividade de lacase na degradacdo de efluentes
texteis de 168, 165 e 61 U/L, para os fungos Pleurotus ostreatus CCIBt2781, Trametes villosa
CCIBt2502 e Trametes villosa CCIBt2628, respectivamente. Em muitos estudos ndo se
encontraram evidéncias experimentais que fornecam um modelo generalizado do
envolvimento de enzimas lignoliticas na descoloracdo de corantes por culturas de
basidiomicetos (NETO, 2012). Ballaminut (2007), detectou em seu trabalho a presenca de
enzimas peroxidases de extratos do fungo Lentinus crinitus cultivado em bagaco de cana-de-
actcar, com até 30 dias de incubacdo, e atividades mdximas de lacases e peroxidases
dependentes de manganés, com 10 dias de cultivo.

De acordo com Paranhos (2011), o pH alcalino no emprego de fungos basidiomicetos
no tratamento de efluentes € um fator agravante. Os fungos em cultura, geralmente
apresentam bom crescimento em pH entre 5 e 7. Este dado se confirma entre os valores de pH
encontrados neste estudo, sugerindo que a producdo de enzima foi obtida com niveis de pH
ideais.

As enzimas atuantes no sistema lignolitico demonstram um pH 6timo de atividade que,
de maneira geral, situa-se entre 3,5 e 7 (PARANHOS, 2011). Almeida (2008) em seu estudo,
na biodegradacao de corantes azdicos, pode observar que o corante Acid Yellow 25 apresentou

o melhor resultado no pH 4,5 com 77,57% de remocao de cor apds trés horas de contato.

5.2 EFEITO DAS CONCENTRACOES DE SACAROSE E SULFATO DE COBRE NA
DESCOLORACAO DO CORANTE

O Ensaio 1 apresentou os menores valores de descoloracdo. Os demais ensaios
apresentaram descoloracdes de moderada a alta. As maiores porcentagens foram obtidas no
Ensaio 2 entre 48 e 96 horas e nos ensaios 4 € 5 entre 72 e 96 horas. Os Ensaios 3, 4 e 5
indicaram uma queda na descolora¢@o no periodo de 48 horas, seguida de aumento posterior.

Analisando o Gréfico 6 e a Tabela 6, pode-se observar porcentagens de descoloragdo
maximas de 69,24%, 83,22% e 84,70%, nos Ensaios 2, 4 e 5, todas no periodo de 96 horas.
Enquanto que no Ensaio 1 foi obtido uma porcentagem méxima de 43,62% com 96 horas e no
Ensaio 3 foi obtido 46,55% com 72 horas. A remoc¢do de corante variou de 1,53% em 24

horas do Ensaio 1 até 84,7% em 96 horas do Ensaio 5.
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Grafico 6 - Representacdo da porcentagem de descoloragdo do Vermelho Congo
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*E5 média dos pontos centrais. Fonte: Construida com os dados da pesquisa

Tabela 6 - Porcentagem de descoloracdo do corante em cada ensaio, em cultivo de 96 horas

Descoloragdo (%)

Ensaio 24h 48h 72h 96h
1 1,53 +0,93 28,58 + 2,50 21,70 £ 4,59 43,62 + 13,97
2 37,65 £5,75 56,50 + 4,96 52,20 + 36,87 69,24 + 6,83
3 35,50 £ 21,29 28,51 + 0,66 46,55 £ 7,80 -
4 52,28 +£9,29 37,34 + 12,62 54,73 £23,01 83,22 +2,63
PC 45,61 £3,93 11,07 £ 7,156 81,36 +4,1 84,70 £ 4,25

Fonte: Construida com os dados da pesquisa

O Diagrama 2, representa os efeitos estimados em ordem decrescente de magnitude, das
varidveis sacarose € sulfato de cobre, bem como suas interacdes na descoloragdo do corante.
Nenhum dos efeitos foram significativos para a resposta de descoloracdo. Com base nas
andlises, nenhuma das varidveis, influenciaram a resposta de descoloracdo do corante na

presenca do fungo Lentinus crinutus.
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Diagrama 2 - Diagrama de Pareto para variaveis independentes sacarose e sulfato de cobre na
resposta descoloracdo

(1)Sacarose 1,68151

0,4564831
(2)Sulfato de Cobre

1by2 0,2982932

Estimativa de Efeitos (Valor Absoluto)

Fonte: Construido com os dados da pesquisa

Silva (2015), observou em seu trabalho uma remoc¢ao do corante Vermelho Congo
maxima de 34,24% na concentracdo de 20mg/L, sem uso de indutores para atividade
enzimatica, no instante de 24 horas, com um posterior decréscimo. De forma diferente, neste
trabalho foi utilizado indutores para a atividade enzimatica e os valores de descoloragcao foram
consideravelmente maiores nos ensaios com 0s mesmos.

Pereira et al. (2010), demonstrou um percentual de 77% de degradacdo do corante
RBBR (Remazol Brilhant Blue), utilizando o fungo de podriddao branca, Geothricum
candidum, no cultivo sem agitacio. Melo et al. (2014), obteve no regime sem agitagdo,
utilizando o fungo Lentinus crinitus para degradacdo do corante Vermelho congo, a maior

adsorc¢do do corante com 60,8%.

5.3 CRESCIMENTO FUNGICO

De um modo geral o micro-organismo apresentou um bom crescimento. Analisando o

Grafico 7, pode-se notar que os ensaios 2,4 e 5, atingiram os valores maximos de 2,30, 1,91 e
1 . . L, . 1

1,39g.L", respectivamente. Os Ensaios 1 e 3, alcangaram o valor maximo de 1, 33g.L" nos

instantes de 96 e 72 horas, respectivamente, podendo ser explicado pelo fato de ndo estarem
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suplementados com a sacarose. Diante disso, nota-se que o fungo Lentinus crinitus consegue
manter seu crescimento na concentracio de corante em que foi submetido e tolera a exposi¢ao
demorada nas diferentes concentracdes de sacarose e sulfato de cobre, mantendo um crescente
aumento de biomassa. No entanto, 0 mesmo obteve menor crescimento no Ensaio 1, onde nao
foi suplementado. Tal comportamento demonstra que a falta de sacarose no meio pode

interferir no crescimento do fungo.

Grafico 7 - Representacdo da biomassa flingica nos diferentes ensaios

I Biom.E1
3,0 7 B Biom.E2
2.8 7] I Biom.E3
2,6 I Biom.E4
2,4 - I Biom.E5

Biomassa (g.L-1)

20 40 60 80 100
Tempo (h)

* ES média dos pontos centrais.

Fonte: Construida com os dados da pesquisa

Na Tabela 7 encontra-se a biomassa flingica nas diferentes concentracdes de sacarose e

sulfato de cobre.



Tabela 7 - Biomassa fingica nos diferentes ensaios

Crescimento flingico (g.L'l)

Ensaios 24h 48h 72h 96h
1 0,58 +£0,05 0,70 £ 0,14 0,73 +0,1 1,33 £ 0,35
2 1,22 £ 0,07 1,64 +0,43 1,36 + 0,17 2,31 +£0,40
3 0,84 +£0,25 0,81 +£0,23 1,33 £0,19 -
4 1,05 +£ 0,08 1,61 0,38 1,38 +0,43 1,91 £0,42
5% 0,84 +£0,17 1,00 £ 0,15 0,99 0,10 1,39 +£ 0,27

* média dos pontos centrais

Fonte: Construida com os dados da pesquisa

De acordo com o Diagrama 3, observa-se os efeitos estimados das varidveis sacarose e
sulfato de cobre, bem como suas interagdes no crescimento fliingico, nenhuma das varidveis
foram significativas para a resposta de crescimento fiingico. Com base nessas andlises,

nenhuma das varidveis influenciaram a resposta de crescimento do fungo Lentinus crinutus.

Diagrama 3 - Diagrama de Pareto para as varidveis independentes sacarose e sulfato de cobre na
resposta crescimento fingico

(1)Sacarose 2,32763
1by2 -0,596828
(2)Sulfato de Cobre -0,596828

p=,05
Estimativa de Efeitos (Valor Absoluto)

Fonte: Construido com os dados da pesquisa

Melo et al. (2014), apresentou no cultivo sem agitagdo, utilizando o fungo Lentinus

crinitus para degradacdo do corante Vermelho congo, uma quantidade de biomassa médxima
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de 0,031g. Neto (2012), observou os valores de biomassa de 0,78, 0,93 e 0,96g/L na
degradacdo de efluentes téxteis dos fungos Pleurotus ostreatus CCIBt2781, Trametes villosa
CCIBt2502 e Trametes villosa CCIBt2628, respectivamente, em sete dias, 25°. Niebisch
(2009), avaliou o potencial de biodegradacdo do corante téxtil Remazol Azul Brilhante pelo
fungo Lentinus crinitus, verificou que a presenca do corante inibiu o crescimento do micro-
organismo em cerca de 50% independente da concentracdo analisada. Neste trabalho, ndo

houve inibicao, tal fato pode ser atribuido a suplementacao utilizada no cultivo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611 se mostrou promissor na descoloracdo do
corante Vermelho Congo em meio liquido estaciondrio por descolorir quase a
totalidade do mesmo na concentracdo de 20mg/L na presenca de indutores

enzimaticos.

O crescimento do fungo demonstrou que o mesmo consegue manter o crescimento na
concentracdo de corante em que foi submetido e tolera a exposi¢cdo demorada nas
diferentes concentracdes de sacarose e sulfato de cobre, mantendo um crescente de

biomassa.

A producdo da enzima lacase se deu de forma positiva diante da presenca dos
indutores enzimaticos, apresentando a maior producdo em 96 horas de cultivo nos

ensaios contendo os indutores.
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7 EXPECTATIVAS FUTURAS

Avaliar a descolorac¢do do corante Vermelho Congo pelo fungo Lentinus crinitus CCIBt
2611 com a presenga de indutores enzimdticos em um tempo maior de cultivo visando uma
maior producio de enzima e de percentual de descoloracdo. Analisar a producdo de enzimas
ligninas peroxidades (LiP) e peroxidases dependentes de manganés (MnP) nas mesmas

concentragdes utilizadas neste trabalho.



50

REFERENCIAS

ALCANTARA, M.R; DALTIN, D. A quimica do processamento téxtil. Quimica nova, v. 19,
n. 3, p. 320-330, 1996.

ALLEGRE, C. et al. Treatment and reuse of reactive dyeing effluents. Journal of Membrane
Science, v. 269, p. 15-34, 2006.

ALMEIDA, A.CM.D. Estudo da biodegradacio de corantes azoicos por indculo
proveniente de biodigestor anaerdbio de alimentos. Dissertacao (mestrado) — Universidade
Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro. Rio Claro, 2008.

ALVES, A. L. Producao, purificacao e caracterizacio de uma lacase de Phlebia rufa
(Pers.) M. P. Christ. Dissertacio (mestrado em Biologia Clinica Laboratorial) —
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, 2011.

BALLAMINUT, N. Caracterizacao fisiologica do inéculo de Lentinus crinitus (1.) Fr.
CCB274 empregado em biorremediacio de solo. 2007. 176f. Dissertacdo (Mestrado em
Biodiversiddade Vegetal e Meio Ambiente) Instituto de Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente, 2007.

BRUSCATO, E.C. Potencial Biotecnologico de Fungos Endofiticos na Descoloracio de
Corantes da Industria Téxtil. P6s Graduacdo em Genética. Universidade Federal do Parana.
Curitiba, 2011.

CIB — CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE BIOTECNOLOGIA. Nova tecnologia
limpa o meio ambiente de forma natural, 2004. Disponivel em:
<http://www.cib.org.br/pdf/biotech08.pdf > Acessado em 10/05/2016.

CONAMA. Resolucio do CONAMA N° 357, DE 17 DE MARCO DE 2005. Conselho
Nacional do Meio Ambiente, Ministério do Meio Ambiente, 2005.

CUNHA, A.L. et al. Degradacao de corante azo por Phanerochaete chrysosporium em
sistema de reatores em bateladas sequenciais operados em série. Congresso
Norte/Nordeste de pesquisa e inovacao. Palmas, 2012.

DELLAMATRICE, P. M.; MONTEIRO, R. T. R.; BALAN, D. S. L. Biodegradacao de
corantes téxteis. In: MELO, 1. S.; AZEVEDO, J. L. (Ed.). Microbiologia ambiental.
Jaguariina: EMBRAPA Meio Ambiente, p. 323-338, 2005.


http://www.cib.org.br/pdf/biotech08.pdf

51

FERREIRA, L.S. Biodegradacao por fungos endofiticos e isolados do ambiente.
Monografia em Cié€ncias Biolégicas — Universidade Federal do Parand. Curitiba, 2007.

FERREIRA-LEITAO, V. S. Estudo da degradaciio do azul de metileno e do azure B e
obtencdo preferencial de derivados n-desmetilados usando lignina peroxidase de
Phanerochaete chrysosporium. Tese de Mestrado em Bioquimica - Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2000.

FORGIARINI, E. Degradaciao de Corantes e Efluentes Téxteis pela Enzima Horseradish
Peroxidase (HRP). 2006, 100f. Dissertacio (Mestrado em Engenharia Quimica).
Universidade Federal de Santa Catarina. Florian6polis, 2006.

GONDIM, A. L. N.; BARBOSA, A. P. A.; PAZ, M. C. F. Remoc¢ao biolégica de corantes
téxteis por meio do consorcio bacteriano entre Pseudomonas aeruginosa e Geobacillus
stearothermophilus UCP 986. In: Congresso de Pesquisa e Inovacdo da Rede Norte Nordeste
de Educacdo Tecnoldgica, n. 2, Jodo Pessoa - PB, 2007.

GUARATINI, C. C. I.; ZANONI, M. V. B. Corantes téxteis. Revista Quimica Nova, v. 1, n.
23, p. 71-78, Sao Paulo, 1999.

GUARATINI, C. C. I.; ZANONI, M. V. B. Corantes téxteis. Revista Quimica Nova, v. 23,
n. 1, p. 71-79, Sao Paulo, 2000.

KAMIDA, H.M. et al. Biodegradacdo de efluentes téxtil por Pleurotus sajor-caju. Quimica
nova. V.28, p. 629-632, 2005.

KAUSHIK, P., MALIK, A. Fungal dye decolourization: Recent advances and future
potential. Environment International 35 (2009) 127-141, 2008.

KUNZ, A. et al. Novas tendéncias no tratamento de efluentes téxteis. Quimica nova, v. 25, n.
1, p. 78-82, 2002.

MACHADO, K. M. G. et al. Biodegradation of reactive textile dyes by basidiomycetous fungi
from Brazilian ecosystems. Brazilian Journal of Microbiology, Sao Paulo, v. 37, n. 4, p.
481-487, 2006.

MANCHILA, L.S.L. Selecao de basidiomycetes coletados e isolados em area de mata
Atlantica — PE, com atividade fenoloxidase e sua aplicacdo na descoloracao de corantes
sintéticos. 2006. 130f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas). Universidade Federal de
Pernambuco. Recife, 2006.

MARTINS, M.A. et al. Estudos de biodegradabilidade de corantes azo de aplicaciao téxtil
por Phanerochaete chrysosporium. Universidade Nova de Lisboa. Braga, 1999.



52

MELO, G.G. et al. Estudos preliminares sobre atividade adsortiva do corante vermelho congo
pelo fungo Lentinus crinitus. In: 1 Simpdsio de Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos. Sumé-PB, 2014.

NETO, S.L.M. Caracterizacdo de lacase de Peniophora cinérea e estudo do potencial de
aplicacao biotecnologica. Tese (doutorado) Programa de pds-graduacdo em Biotecnologia
Industrial na Area de Microbiologia Aplicada — Escola de Engenharia de Lorena.
Universidade de Sdo Paulo. Lorena-SP, 2012.

NIEBISCH, C.H. Biodegradacao do corante téxtil Remazol Azul por Lentinus crinitus,
Lespita sordida e Hydnopolyporus. 2009. 109 f. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias
Biol6gicas) — Universidade Federal do Parand. Curitiba, 2009.

NIGAM, P. et al. Physical removal of textile dyes from effluents and solid-state fermentation
of dye-absorbed agricultural residues. Bioresource Technology, v. 72, p. 219-226, 2000.

PARANHOS, A.N.S. Estudos dos compostos de baixa massa molar, produzidos por
fungos basidiomicetos com potencialidade em descolorir corantes da industria téxtil.
Dissertagao (Mestrado) — Instituto de Botanica da Secretaria de Estado do Meio Ambiente.
Sao Paulo, 2011.

PEREIRA, A.R.B. et al. Biodegradacao de corantes e efluentes téxteis por fungos.
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2010.

QUEIROZ, B. P. V.; STEFANELLLI, T. Biodegradacao de Corantes Téxteis por Anabaena
flos-aqual. Engenharia Ambiental — Espirito Santo do Pinhal, v.8, n. 1, p.026 -035, jan./mar.
2011.

QUEIROZ, M.T.A. et al. Produ¢do Mais Limpa: Fenton Homogéneo no Tratamento de
Efluentes Téxteis. VIII Simpésio de Exceléncia em Gestiao e Tecnologia, 2011.

REIS, L.G.T. Degradacao do Corante Vermelho Congo em Solucao Aquosa Por meio de
Plasma Obtido por Eletrélise de Alta Tensao. 2009. 114f. Dissertacdo (Mestrado em
agroquimica). Universidade Federal de Vicosa. Vigosa,2009.



53

RIBEIRO, A.P.A. Efeito de fungos basibiomicetos na descoloracao e fitotoxicidade de
conrante sintético e efluente téxtil. Dissertacio (P6s-Graduagdo em Microbiologia
Agricola). Universidade Federal de Lavras. Lavras, 2013.

ROBINSON, T. et al. Remediaton of dyes in textile efluente: a critical review on current
treatmente Technologies with a proposed alternative. Bioresource Technology, v.77, p.247-
255, 2001.

SILVA, D. P. D. Efeito da Concentracio do Corante Vermelho Congo na
Degradacao/Adsorcao pelo Fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611. Monografia (Graduagao

em Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos). Universidade Federal de Campina Grande.
Sumé, 2015.

SILVA, M. C. Degradacao de Corantes e Remediacio de Efluentes Téxteis por Extrato
Bruto de Peroxidade de Nabo. 2011. 136f. Tese (Doutorado em Agroquimica e
Agrobioquimica). Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2011.

SIVAKUMAR, V. et al. Removal of Congo Red Dye Using an Adsorbent Prepared from
Martynia annua, L. Seeds. American Chemical Science Journal, 2014.

SOARES, G. M. B. Aplicacao de Sistemas enziméaticos a degradacio de corantes téxteis.
2000. 173f. Tese (Doutorado em Engenharia Téxtil) — Universidade do Minho, Braga,
Portugal, 2000.

SOUZA, AF.; ROSADO, F.R. Utilizagdo de fungos basidiomicetes em biodegradacdo de
efluentes téxteis. Revista em agronegdcios e meio ambiente. v.2, p. 121-139, 2009.

SOUZA, C.R.L.; ZALMORA, P.P. Degradacdo de corantes reativos pelo sistema ferro
metélico/peréxido de hidrogénio. Quimica nova, v. 28, n.2, p. 226-228, 2005.

TEIXEIRA, C.P.A.B; JARDIM, W.F. Processos Oxidativos Avancados: conceitos basicos.
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2004.

ZANOMI, M.V.B.; CARNEIRO, P.A. O descarte dos corantes téxteis. Ciéncia Hoje, v. 29,
p. 61-65, 2001.

ZEE, F.P. Anaerobic azo dye reduction. Tese de doutorado, p. 142, Wageningen, Holanda:
Wageningen University Research Center, 2002.



