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RESUMO

O tratamento de efluentes industriais é ainda um grande desafio, principalmente pelas
caracteristicas variadas dos efluentes. Os corantes sintéticos sao uma das grandes
preocupagdes, pois eles sdo dificeis de serem degradados e removidos do meio ambiente.
Atualmente, varios métodos de tratamento alternativo tém sido estudados e testados para a
remocdo de cor, dentre eles a degradagdo microbioldgica ou enzimatica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de degradacdo de corantes sintéticos pelo fungo da podridao
branca Ceriporiopsis subvermispora. A metodologia consistiu em produzir enzimas
ligninoliticas através da fermentacdo em cultivo submerso e utilizar o extrato enzimatico na
degradagdo de corantes, bem como cultivar o fungo em meio sélido (dgar + corante), em duas
concentragdes, € analisar a degradagdo. O fungo C. subvermispora foi capaz de produzir a
lacase com atividade enzimatica de 46,86 + 0,7 ULL". Utilizando o extrato enzimatico,
somente os corantes pardo de bismarck Y e preto de eriocromo T apresentaram degradacdo de
51,9% e 67,0%, respectivamente. Trés dos cinco corantes estudados foram degradados
utilizando o estudo de degradagdo em dgar. O chromotrope 2R foi o corante que obteve a
maior degradacao de 67,6% e 80,6%, para as concentragdes SOmg.L'l e IOOmg.L'l,
respectivamente. Os resultados obtidos comprovam a capacidade do fungo C. subvermispora
e suas enzimas ligninoliticas (MnP e lacase) em degradar corantes com diferentes estruturas
quimicas, confirmando o potencial desse fungo.

Palavras-chave: Ceriporiopsis subvermispora. Degradacdo. Enzimas ligninoliticas. Corantes
sintéticos. Lacase.



ABSTRACT

The industrial wastewater treatment is still a great challenge, especially due to the
different effluents characteristics. Synthetic dyes are one of the major concerns because they
are difficult to be degraded and removed from the environment. Currently, several alternative
treatment methods have been studied and tested for color removal, including microbiological
or enzymatic degradation. The objective of this work was to evaluate the degradation
potential of synthetic dyes by the white-rot fungus Ceriporiopsis subvermispora. The
methodology consisted of producing ligninolytic enzymes through the fermentation in a
submerged culture and using the enzymatic extract in the degradation of dyes, as well as
cultivating the fungus in a solid medium (agar + dye), in two concentrations, and analyze the
degradation. The fungus C. subvermispora was able to produce laccase with enzymatic
activity of 46.86 + 0.7 ULL™. Using the enzymatic extract, only the dye of bismarck brown Y
and eriochrome black T presented degradation of 51.9% and 67.0%, respectively. Three of the
five dyes studied were degraded using the agar degradation study. The chromotrope 2R was
the dye that achieved the highest degradation, 67.6% and 80.6%, for the concentrations
50mg.L" and 100mg.L", respectively. The results demonstrate the capacity of the fungus C.
subvermispora and its ligninolytic enzymes (MnP and lacase) to degrade dyes with different
chemical structures, confirming the potential of this fungus.

Key-words: Ceriporiopsis subvermispora. Degradation. Ligninolytic enzymes. Synthetic
dyes. Laccase.
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1 INTRODUCAO

A polui¢do ambiental tanto do solo, quanto do ar ou da 4dgua ¢ um dos maiores
problemas enfrentados pela ciéncia, uma vez que a minimizag¢do ou até mesmo a erradicacao
da mesma requer um alto padrdo de eficiéncia nos procedimentos realizados (OLIVEIRA,
2003).

Para tanto, a legislacdo ambiental tem sido cada vez mais rigida de modo a ndo
permitir a pratica de agdes prejudiciais ao meio ambiente. Por isso, os processos industriais
que produzem efluentes solidos, liquidos ou gasosos, em maior ou menor quantidade, devem
tratd-los antes de despejd-los na natureza, de tal forma que estes atendam aos padrdes
estabelecidos pela legislagao (OLIVEIRA, 2003).

Dentre os poluentes encontrados em um efluente industrial, os corantes sintéticos sao
uma das grandes preocupagdes no que se refere a industria e meio ambiente. Apesar de serem
de extrema importancia, principalmente na industria téxtil, eles sdo dificeis de serem
degradados e removidos do meio ambiente. Afinal, possuem estruturas fenolicas ou
aromaticas recalcitrantes, permanecendo assim por muito tempo no ambiente (PINKOSKI,
1997, OLIVEIRA, 2003).

Existem atualmente, diversos estudos sobre os variados tipos de tratamento e remogao
desses compostos de dificil degradagdo, desde tratamentos fisicos e quimicos, a tratamentos
biologicos. Dentre estes, pode-se citar o tratamento biologico com a utilizagdo de
microrganismos produtores de enzimas oxidativas (TROMBINI; OBARA-DOI, 2012).

A degradagao de corantes por determinados fungos ¢é efetiva e bastante estudada,
como a degradacdo e a mineralizagdo de corantes por certos grupos de fungos causadores da
podridao branca da madeira, capazes de degradar diversos tipos de poluentes (PEIXOTO;
MARINHO; RODRIGUES, 2013).

As enzimas fenol-oxidases, dentre elas a lacase, produzidas por esse tipo de fungo tem
a capacidade de agir como catalisadores na transformagdo de residuos aromaticos e fendlicos,
auxiliando na degradacdo dos corantes sintéticos (PINKOSKI, 1997).

Com base no exposto conclui-se que ¢ de suma importancia o tratamento dos efluentes
industriais, a fim de minimizar a polui¢do e possiveis efeitos prejudiciais ao meio ambiente.
Sendo a utilizagdo de enzimas produzidas por microrganismos uma alternativa como

tratamento bioldgico para a degradacdo de compostos poluentes, como os corantes sintéticos.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de degradagdo de corantes sintéticos pelo fungo da podridao

branca Ceriporiopsis subvermispora.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a produ¢do das enzimas ligninoliticas manganés-peroxidase (MnP), lacase e fenol-
oxidase total (FOT) pelo fungo Ceriporiopsis subvermispora;

- Avaliar a agdo do extrato enzimatico bruto produzido pelo fungo Ceriporiopsis
subvermispora sobre o0s corantes sintéticos alaranjado de metila, azul de metileno,
chromotrope 2R, cristal violeta, indigo carmim, pardo de bismarck Y, preto de eriocromo T,
safranina T e vermelho de fenol;

- Analisar a eficiéncia do fungo Ceriporiopsis subvermispora na degradagao, em meio sélido,
dos corantes sintéticos alaranjado de metila, azul de metileno, chromotrope 2R, indigo

carmim e vermelho de fenol.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTAMINACAO DE AGUAS

A relacdo entre processos industriais € meio ambiente ¢ tema de muita discussdao na
atualidade. Sendo a contaminagdo das dguas um dos assuntos de maior interesse, tornando-se
um grande desafio econdmico, social e ambiental (QUADROS, 2005; OTTONI, 2012).

A qualidade da 4gua ¢ aspecto indispensavel quando se trata dos seus principais usos,
em especial, para fins como o abastecimento humano. Este uso tem sofrido restricdes
significativas em fung¢do de prejuizos nos corpos d’agua, provenientes das agdes naturais e
antropicas as quais alteram os aspectos de qualidade e quantidade de agua disponivel
(SOUZA et al., 2014).

Em termos dos padrdes de lancamento de efluentes em corpos hidricos destaca-se a
Resolugio CONAMA n° 430 de 13 de maio de 2011, que aborda a classificagdo dos corpos
d’4gua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condigdes e
padrdes de lancamento de efluentes. A Resolugdo CONAMA n° 430/2011 vigente,
complementa e altera a Resolugdo n°® 357/2005 quanto as condigdes e padrdes de langamento
de efluentes em geral. Ambas as resolucdes ndo estipulam valores maximos para o parametro
cor, mas afirmam que o lancamento ndo pode transformar a caracteristica de origem do corpo
receptor (COSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE — CONAMA, 2011).

Quando ndo tratadas de forma correta, e langadas nos corpos d’adgua, as dguas
residuais geradas por industrias de corantes ou que envolvam corantes em seu processo
podem diminuir a transparéncia da agua e a penetragao de luz solar, mesmo que a cor ndo seja
detectada visualmente. Além disso, tais residuos sdo tdxicos para 0s organismos Vivos,
podendo causar desequilibrio no ambiente aquatico (SILVA, 2011).

O efluente gerado pela industria téxtil, por exemplo, possui ampla diversidade de
contaminantes, como compostos inorganicos, polimeros e compostos organicos, dentre esses
os corantes. Tais corantes, principalmente os azo-derivados, devem ter liberagdo controlada
devido ao seu potencial mutagénico/carcinogénico. Entretanto, a legislacio ambiental ¢
omissa quanto a classificacdo dos corantes como contaminantes ambientais, proibindo apenas
a alteracdo das caracteristicas de origem da agua, dentre elas a cor (QUADROS, 2005;
CAMPOS, 2013; ASSEMBLEIA LEGISLATIVA DO ESTADO DE SAO PAULO —
ALESP).
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3.2 CORANTES

Corantes sdo, normalmente, substancias organicas com estrutura aromadtica ou
heterociclica ndo saturada. Sao soluveis em meio basico, neutro ou acido, e sdo capazes de
transferir sua cor natural para os materiais sobre os quais se fixam. Além disso, os corantes
devem ser estdveis a luz, aos processos de lavagem e apresentar fixagdo uniforme
(KAMMRADT, 2004; ORTIZ-MONSALVE, 2015).

Até a metade do século XIX os corantes existentes eram originados de compostos
naturais, como vegetais, insetos, moluscos e minerais. Alguns desses corantes naturais ainda
continuam sendo utilizados até hoje, como o indigo, a alizarina e a henna (KAMMRADT,
2004; MANCILHA, 2006).

O primeiro corante sintético surgiu na Inglaterra em 1856, descoberto pelo quimico
Willian Henry Perkin (1838-1929). Tal corante surgiu da oxidagdo da anilina (C¢H7N) com o
dicromato de potassio (K,Cr,O7), gerando como produto um precipitado avermelhado
denominado Malva (mauveina). Desde entdo, os corantes naturais tem dado cada vez mais
lugar aos corantes sintéticos, devido a facilidade de obten¢do. Por isso, atualmente, a maioria
dos pigmentos e corantes comerciais encontrados sdo sintéticos (KAMMRADT, 2004;
BARRETO,2006; MANCILHA, 2006).

Existem dois tipos de corantes, os quais podem-se diferenciar pela solubilidade, os
pigmentos e os corantes soliveis. Os pigmentos sdo considerados como pequenos corpisculos
de corantes insolliveis que, na presenca de substancias aglutinantes, conseguem tingir
superficialmente um material. Esses pigmentos t€m como caracteristica a baixa toxicidade,
devido a sua biodisponibilidade limitada. J& os corantes soluveis, sdo capazes de penetrar e
reagir com a fibra do material, ocorrendo o tingimento do mesmo. Eles possuem uma alta
toxicidade, gracas as suas solubilidade e biodisponibilidade elevadas, ou seja, a sua
capacidade de ser facilmente absorvido (KAMMRADT, 2004).

Corantes podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica e o método de
aplicagdo. A classificagdo quanto a estrutura quimica leva em consideragdo o grupo
cromoéforo (grupo funcional), responsavel pela cor de cada corante. Os grupos cromdforos
mais importantes sdo: azo, carbonila, ftalocianina, enxofre, etileno, nitro e nitroso. De acordo
com a forma de aplicagdo, os corantes podem ser classificados em: acidos, de mordente,
metalizados, diretos, reativos, de cuba, dispersos ou basicos (ORTIZ-MONSALVE, 2015).

Sao inumeros os tipos de corantes existentes. Todos os anos, varias novas substancias

surgem e sdo descritas na literatura. A classifica¢do ¢ feita pelo Colour Index International
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(C.I.), a maior referéncia global em se tratando de corantes e pigmentos. Na Tabela 1 ¢

possivel observar a classificagdo quanto a estrutura quimica, a estrutura molecular e o

comprimento de onda maximo (nm) dos corantes utilizados neste trabalho (KAMMRADT,
2004; ORTIZ-MONSALVE, 2015).

Tabela 1 — Classificagdo, estrutura molecular e formula molecular dos corantes em estudo, onde C.I. = Colour
Index International.

Comprimento de

Corantes Estrutura Molecular Onda Maximo (nm) Classificacao
o
Alaranjado de Metila N &0
(C.I. 13025) }a@d’ G —-— 501 -504 Azo (mono)
P
AZ(“CI: h 51\2/18?5110 \/f\vl\l/l\/ 663 — 667 Tiazina
- L, L,
OH OH @
Ch(‘g‘;loltg;%)m 0 2” 510 — 530 Azo (mono)
o NaO-S' S-ONa
) )
N N/
C(réstlal 4‘2];95156;31 583 — 587 Trifenilmetano
In(cggl" %gf;‘)m 608 — 612 Indigside
a »L ]
H,N NH, H,N NH,
Pardo de Bismarck Y \©[ ]i)/ .
(C.1. 21000) O - Azo (d
o *2 HCI
HO
Preto de Eriocromo T {ﬁ = Q =
612 -616 Azo (mono)
(C.L 14645) or '
No,
HiC N\ CHy
Safranina T (C.1. 50240) = o 520-530 Azina
Ho. OH
Vermelho de Fenol O / 432 -490 Trifenilmetano

l SO;

Os azo corantes representam cerca de 60% a 80% dos corantes mais utilizados no

mundo atualmente. Eles apresentam um ou mais grupamentos (—N=N-) ligados a estruturas

aromaticas, sendo divididos em mono, di e triazo. Esse tipo de corante é constituido por dois
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compostos reativos, que produzem pigmento insoliivel dentro da fibra, devido sua capacidade
de formar ligagdes covalentes com grupos hidroxilas das fibras celuldsicas. Além disso,
apresentam boa estabilidade a luz e resisténcia a alvejantes, em geral. Mas, apesar de ser o
maior grupo de corantes organicos produzido, esse tipo de corante tem chamado muito a
atencdo devido a sua potencial formacdo de aminas, benzinas e outros intermediarios
cancerigenos (QUADROS, 2005; AGUIAR, 2006; BARRETO, 2006; CHAGAS, 2009).

O alaranjado de metila (C.I. 13025), C14H14N3NaO;S, ¢ também conhecido como
acido laranja 52. Ele costuma ser usado como indicador de pH, mudando de vermelho para
amarelo (ponto de viragem pH 3,1-4,4) a 25°C. Além disso, ¢ utilizado em titulagdes que
envolvem bases fracas. O alaranjado de metila possui diversas aplicagdes nas industrias
quimicas, tecnologicas e biomédicas. Sendo as cores brilhantes especificas do mesmo a
caracteristica mais importante, e que faz dele o corante mais utilizado nas industrias téxtil,
fotografica e de pintura (MANCILHA, 2006; LEAL, 2011).

O azul de metileno (C.I. 52015), C;sH;sCIN3S*3H,0, ¢ um corante catidnico
pertencente ao grupo tiazina. Ele ¢ muito utilizado nas areas da biologia, medicina e quimica,
por exemplo, no tingimento de algodao, 13s e papel, tinturas para cabelos, entre outros. Ficar
exposto a esse corante pode causar danos a saude, como forte dor de cabega, diarreia, nduseas,
etc (MANCILHA, 2006; OLIVEIRA et al., 2013; ALFREDO et al., 2015).

O chromotrope 2R (C.I. 16570) ou vermelho acido 29, C,6H;9N205S,N», € um corante
acido de coloracdo avermelhada e pertence a classe dos corantes azo. Ele ¢ muito usado em
industrias téxteis, na area farmacéutica e em laboratorios como indicador, e na coloracao de
plasma em histologia animal (CAMPOS, 2013; SALEM, 2015).

O cristal violeta (C.I. 42555), também chamado de violeta basico 3 ou violeta de
metila 10B, CysH30CIN;, € um corante cationico da classe dos triarilmetanos/trifenilmetanos.
Ele possui diversas aplicacdes, podendo ser utilizado em processos industriais e até na
medicina. Pode ser usado como indicador de pH, como componente na coloracao de Gram, na
coloracdo de algodao e seda, entre outros. O contato prolongado com o cristal violeta pode ser
prejudicial a saude, causando irritagdo no trato digestivo, na pele e até mesmo cegueira
permanente (TISCA, 2011; BERTOLINI, 2014).

O indigo carmim (C.1.73015), C;sHsN,Na,OgS,. ¢ um corante acido pertencente ao
grupo dos indigdides, com comportamento de um acido orgénico fraco. Ele possui transi¢ao
de coloragdo para o azul em pH abaixo de 12 e para o amarelo em pH acima de 12. O indigo

carmim ¢ altamente toxico, com capacidade de causar irritagdes nos olhos e na pele. Além
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disso, como a maioria dos corantes, ele pode ser cancerigeno e fatal, atrapalhando o
desenvolvimento neural (SAGGIORO et al., 2012; CREMA, 2015).

O pardo de bismarck Y (C.I. 21000), C;gH20NgCl,, ¢ um corante bésico, catidnico,
pertencente ao grupo dos azoicos. Ele ¢ soluvel em dgua e se apresenta na forma de um
cloridrato. Costuma ser usado em preparagdo de solu¢des para coloragdo bioldgica, como
corante de cabelo, couro e na industria téxtil. A quebra da sua estrutura pode liberar diversas
aminas aromaticas com poder de toxicidade (MUNEER et al., 2005; SORIANO et al., 2014).

O preto de eriocromo T (C.I. 14645), CyH2N3O;SNa, ¢ um corante anionico do
grupo dos azoicos, com comportamento de um acido fraco. Ele ¢ muito usado como indicador
de ions metalicos (Mg, Mn, Zn, Cd, Hg, Pb, Ca) em titulagdes complexo metdlicas, mas
também pode ser utilizado como indicador acido-base, uma vez que seus dcidos e bases
conjugados possuem coloragdes diferentes (ALMEIDA, 2015).

O safranina T (C.I. 50240) ou 3,7-diamino-2,8-dimetil-5-cloreto de felina,
CH19N4Cl, € um corante cationico. Ele ¢ muito usado pela industria téxtil para tingir
algodao, 13, seda, couro e papel. Embora ndo seja considerado perigoso em relagdo a outros
corantes comerciais, o contato prolongado pode provocar irritagdo nos olhos, no trato
respiratorio, gerar danos permanentes na cornea e causar danos a pele (TEODORO, 2015).

O vermelho de fenol, também conhecido como fenolsulfoftaleina, C9H;405S, é um
corante com comportamento de um dacido organico fraco e integra a classe dos
triarilmetanos/trifenilmetanos. Ele possui transicdo de coloracdo do amarelo para o vermelho
quando o pH esté entre 6,6 e 8,0, e coloragdo rosa brilhante em pH acima de 8,1. O vermelho
de fenol ¢ muito utilizado como indicador de pH, sendo amarelo em pH 7,2 ¢ vermelho em
pH 8,8 (MANCILHA, 2006; CREMA, 2015).

Devido suas estruturas quimicas diversificadas, os corantes podem reagir com
compostos inorganicos ou formar compostos que sao de dificil degradacdo. A degradagao, por
fungos de podridao branca, de uma grande variedade de corantes tem sido estudada ha algum
tempo. Os resultados positivos observados em diferentes estudos fizeram desses
basidiomicetos os microrganismos mais reconhecidos para a degradacdo de corantes sintéticos

(AGUIAR, 2006; ORTIZ-MONSALVE, 2015).

3.3 TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS

O tratamento de efluentes industriais ¢ ainda um grande desafio, principalmente pela

grande variedade de produtos de diferentes caracteristicas presentes nesses efluentes. Além
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das caracteristicas do efluente, a escolha do processo adequado vai depender da qualidade do
efluente ap6s o tratamento, do custo, da disponibilidade de area e tecnologia (DAMINELLI,
2008; CAMPOS, 2010).

O tratamento convencional de 4guas residuais de indUstrias, em geral, utiliza a
combinagdo de tratamentos primarios, secundarios e terciarios. No tratamento primdrio ha a
remocdo dos soélidos sedimentaveis e suspensos, por sedimentacdo e floculacdo. No
tratamento secundario ocorre a degradacdo da matéria organica, normalmente, por métodos
bioldgicos (microrganismos). O tratamento terciario busca eliminar poluentes especificos,
toxicos ou nao biodegradaveis, através de filtragdo por membrana ou adsor¢do em carvao
ativado (KAMMRADT, 2004; NASCIMENTO, 2008).

Os métodos citados anteriormente sdo eficientes na remogdo de matéria organica, mas
podem ndo ser eficientes na degradacdo de alguns compostos recalcitrantes, como
surfactantes e corantes. Ambos os processos sdo similares no que se refere ao destino dos
corantes, pois esses compostos sdo apenas retirados da fase liquida, mas continuam presentes
nos lodos gerados, seja no lodo fisico-quimico ou no lodo bioldgico, ou ainda, adsorvido no
carvao ativado. Esse fato gera outro problema, pois ¢ necessdrio ter cuidado quanto a
disposi¢do ou tratamento posterior desses residuos (KAMMRADT, 2004; ORTIZ-
MONSALVE, 2015).

Atualmente, varios métodos de tratamento alternativo fisico, quimico e bioldgico tém
sido estudados e testados para a remog¢ao de cor, como adsor¢cdo em matrizes organicas ou
inorgénicas, processos avancados de oxidagdo, degradacdo microbiologica ou enzimatica,

entre outros (NASCIMENTO, 2008; OLIVEIRA, 2010).

3.3.1 Métodos Fisicos, Quimicos e Fisico-Quimicos

3.3.1.1 Coagulagdo e Floculagdo

A floculagdo € responsavel por agregar pequenas particulas formando particulas
maiores para melhorar a remog¢ao por sedimentacdo gravitacional em decantadores, reduzindo
a concentracdo de corantes e outros compostos organicos. Para que isso ocorra, adiciona-se
compostos quimicos (agentes coagulantes), como sulfato de aluminio, sulfato ferroso, sulfato
de cobre, etc., sozinhos ou combinados. A vantagem deste método € o curto tempo de
retencdo, o que faz da coagulacdo uma técnica muito utilizada. O alto custo dos compostos

quimicos, juntamente a problemas com secagem e descarte do lodo formado, e a alta
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concentragdo de cations residuais, os quais permanecem no sobrenadante, sdo desvantagens

deste método (CHAGAS, 2009; CAMPOS, 2010; OLIVEIRA, 2010).

3.3.1.2 Adsorc¢ao

A adsor¢do ¢ um fenomeno rapido que remove o adsorbato da fase aquosa ou gasosa, €
o retétm em fase solida. A remogdo de cor resulta de dois mecanismos: adsor¢do e troca
16nica, sendo influenciada por alguns fatores fisico-quimicos, como a interag¢do entre corante
e adsorvente, a area superficial do adsorvente, o tamanho da particula, a temperatura, o pH e o
tempo de contato. Os adsorventes podem ser carvao ativado, silica gel, resinas de troca ionica,
derivados de celulose, entre outros. A adsor¢do ¢ um processo estavel e eficiente, que produz
produtos de alta qualidade. Entretanto, o material adsorvente pode ter alto custo e/ou causar
reagdes laterais, € necessdrio o controle de varios fatores para que o processo ocorra
satisfatoriamente e o residuo pode apresentar problemas de disposi¢do (KAMMRADT, 2004;
DAMINELLI, 2008; CAMPOS, 2010).

3.3.1.3 Membranas

O uso de membranas de osmose reversa, microfiltracdo, nanofiltragdo ou
ultrafiltragdo, clarifica, concentra e separa o corante do efluente. O tipo de membrana a ser
utilizada, com a porosidade adequada, ¢ escolhido de acordo com a temperatura e as
caracteristicas do efluente. As vantagens deste método ¢ a resisténcia a temperatura,
condi¢des quimicas e biologicas adversas. O fato de o residuo concentrado poder apresentar
problemas de disposicao, atrelado ao alto investimento inicial, a possibilidade de obstrucao

dos poros e a necessidade de repor a membrana, sdo as desvantagens deste método

(KAMMRADT, 2004; OLIVEIRA, 2010).

3.3.1.4 Processos oxidativos avangados (POA’s)

Os processos oxidativos caracterizam-se pela utilizacdo da oxidacdo quimica para
remover substincias do efluente, produzindo radicais hidroxila ("OH) reativos (E° = 2,8). Isso
ocorre através do uso de agentes oxidantes como o ozonio (O3), o peroxido de hidrogénio

(H20,), etc., sozinhos ou combinados com ultravioleta (UV), que interagem com o0s
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compostos ¢ mudam a estrutura dos mesmos. A oxidacdo quimica remove o corante do
efluente pela quebra dos anéis aromadticos das moléculas de corante (KAMMRADT, 2004;
CAMPOS, 2010; OLIVEIRA, 2010).

O reagente de Fenton (H»O; - sais de ferro II) é baseado na formacdo de compostos
oxidantes reativos com capacidade de degradar corantes. As vantagens deste processo estao
na redu¢do da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), cor e toxicidade. Entretanto, como o
mecanismo envolve a floculagdo do reagente com as moléculas de corante, as impurezas sao
transferidas do efluente para o lodo, o qual ¢ ainda ambientalmente questionavel
(KAMMRADT, 2004; CAMPOS, 2010; OLIVEIRA, 2010).

O ozo6nio é um bom agente oxidante devido ao seu potencial de oxida¢do maior (E° =
2,07), comparado com o cloro (E° = 1,36) ¢ 0 H,O, (E° = 1,78). A oxidagdo por ozdnio é
capaz de degradar hidrocarbonetos clorados, fenois, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos.
A quantidade de ozo6nio aplicada ao efluente depende da cor e da DQO a ser removida. Dentre
as vantagens estd o fato de a ozonizagdo deixar o efluente sem cor e com baixa DQO, sem
residuos ou geragdao de lodo, uma vez que o mesmo pode ser aplicado em estado gasoso e,
portanto ndo aumenta o volume da agua residual e do lodo. A desvantagem desse método ¢ o
curto tempo de meia vida do ozonio, geralmente, 20 minutos. Este tempo ainda pode ser
menor se a estabilidade for afetada pela presencga de sais, pelo pH e pela temperatura. Isso
demanda continua reposi¢ao do 0zonio, o que aumenta o custo do processo (KAMMRADT,

2004; DAMINELLI, 2008; CAMPOS, 2010; OLIVEIRA, 2010).

3.3.2 Métodos Bioldgicos

Os tratamentos biologicos convencionais, como lodos ativados, lagoas de
estabilizacdo, entre outros, sdo muito utilizados no tratamento de 4guas residuais, pois retinem
baixo custo e facil operagdo. Eles normalmente sdo eficientes na remogao de matéria organica
e solidos suspensos, mas nao na reducao de cor, pois os corantes sdo compostos resistentes a
biodegradagao por sistemas convencionais (KAMMRADT, 2004; OTTONI, 2012).

Devido ao fato de processos bioldgicos convencionais ndo alcangarem a eficiéncia
necessaria na remogao de cor, € que outros métodos vém sendo estudados. Os métodos
bioldgicos ndo convencionais sdo considerados benéficos ao meio ambiente, uma vez que
podem causar a completa mineralizagdo de poluentes organicos a baixo custo, por isso
apresentam grande interesse industrial (KAMMRADT, 2004; CAMPOS, 2010; OTTONI,
2012).
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Os estudos de biodegradagdo de corantes tem se concentrado em bactérias e fungos,
principalmente em fungos ligninoliticos, demonstrando a parcial ou completa biodegradagao
através destes microrganismos. Estes microrganismos sdo de facil manipula¢do, possuem
rapida velocidade de crescimento e alta capacidade de adaptagdo (OTTONI, 2012; ORTIZ-
MONSALVE, 2015).

Os fungos sdo organismos apropriados para tratar efluentes e tém sido muito
estudados. Eles tém uma vantagem em comparacdo as bactérias, gracas a producdo de
enzimas extracelulares que oxidam os substratos (OTTONI, 2012).

O wuso de fungos, como Phanerochaete chrysosporium e Tinctoporia sp., na
degradagdo de polpa contendo lignina e efluentes das industrias de papel comegou no inicio
dos anos 1980. Além do P. chrysosporium, outros fungos ligninoliticos estudados obtiveram a
capacidade de degradar corantes, incluindo Trametes versicolor, Coriolus versicolor e
Ceriporiopsis subvermispora. Os resultados positivos obtidos em diversas pesquisas fizeram
dos fungos, especialmente os fungos basidiomicetos de podridao branca, os microrganismos
mais conhecidos e aplicados na degradagdo de corantes sintéticos (CAMPOS, 2010; ORTIZ-
MONSALVE, 2015).

3.4 FUNGOS LIGNINOLITICOS

Os fungos sdo organismos eucaridticos, quimioheterotréficos, predominantemente
aerobicos ou fermentadores facultativos, extremamente eficientes na degradacdo de uma
ampla variedade de substratos, podendo apresentar-se sob a forma de leveduras, formando
pseudomicélio ou constituindo hifas. Como possuem crescimento rapido e ciclo de vida curto,
podem ser cultivados em pequenos espacos, sob condi¢des controladas, com alta produgdo de
biomassa (CONCEICAO, 2010; ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Os fungos sdo responsaveis por diversas agdes benéficas. Eles sdo importantes na
produgdo de acidos organicos, alimentos, bebidas, farmacos e enzimas de interesse industrial,
como lacases, pectinases, celulases, amilases e xilanases (CONCEICAO, 2010; ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010).

Eles sdo os principais decompositores de celulose e lignina, componentes da madeira.
Devido a essa caracteristica os fungos sdo extensivamente pesquisados e estudados, com o
intuito de serem utilizados na degradacdo de diversos tipos de compostos (ESPOSITO;

AZEVEDO, 2010; OTTONI, 2012).



18

Dentre os fungos mais estudados encontram-se muitas espécies de basidiomicetos,
comumente conhecidos como cogumelos e orelhas de pau, fungos terrestres e amplamente
encontrados na natureza. Os fungos, em especial os basidiomicetos, sdo organismos
adequados para o tratamento de efluentes, principalmente pelo fato de produzirem enzimas
oxidativas extracelulares. Sendo que, grande parte dessas enzimas sdo inespecificas, ou seja,
possuem a capacidade de interagir com os mais diversos tipos de substratos. O micélio
fungico, causa a solubilizacdo de compostos insoluveis por meio da produgdo dessas enzimas
extracelulares. Assim, pode-se destacar os estudos que englobam enzimas ligninoliticas, as
quais sdo produzidas a partir de culturas de fungos da podriddo branca da madeira
(QUADROS, 2005; SILVA; COELHO, 2006; SILVA; ESPOSITO, 2010; OTTONI, 2012).

Os fungos decompositores de madeira podem ser separados em trés grupos diferentes,
de acordo com a morfologia da decomposicao: fungos de podridao branca (white-rot fungi —
degradam todos os componentes da madeira), podriddo parda/castanha (brown-rot fungi —
degradam principalmente polissacarideos) e podriddo branda/mole (soft-rot fungi — degradam
lignina e polissacarideos, mas em velocidades muito baixas) (CARDOSO, 2009;
CONCEICAO, 2010; FERRAZ, 2010).

Os fungos de podriddo branca pertencem a um grupo bastante heterogéneo. Tais
fungos sdo capazes de degradar todos os constituintes da madeira, mas o modo, a ordem e
taxa com que atacam esses constituintes variam de acordo com a espécie (ORTIZ-
MONSALVE, 2015).

Os basidiomicetos da podriddao branca sdo os mais eficientes na biodegradagao de
poluentes com estrutura similar a da lignina, pois sdo os Unicos microrganismos capazes de
degradar eficientemente e mineralizar a lignina a CO; e agua. Eles possuem a habilidade de
oxidar os compostos fenolicos através das enzimas ligninoliticas extracelulares produzidas,
principalmente as lacases (CARDOSO, 2009; CONCEICAO, 2010; ORTIZ-MONSALVE,
2015).

Sendo assim, os fungos da podriddo branca e suas enzimas ligninoliticas tem um
importante papel em varios processos biotecnologicos, desde a indistria alimenticia até

tratamentos para a biodegradacao de compostos (ORTIZ-MONSALVE, 2015).

3.4.1 O fungo Ceriporiopsis subvermispora

O fungo Ceriporiopsis subvermispora, Figura 1, ¢ um basiomiceto da familia

Polyporaceae, a qual possui varias espécies muito estudadas, como os fungos Trametes
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versicolor € Phanerochaete chrysosporium, principalmente pela producao de lacase, lignina-
peroxidase (LiP) e manganés-peroxidase (MnP). Sendo essas as principais enzimas do sistema
de degradagdo da lignina, produzidas por basidiomicetos de podridao branca (GARCIA, 2006;
GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010).

Figura 1 — Fungo C rlporzopszs subvermzspora

Autor: (Pllat) Gilb. &Ryvarc_l-en (2013).

Vale ressaltar que nem todos os fungos ligninoliticos produzem todas essas enzimas,
podendo haver combinagdes diferentes para cada espécie. Dentre as enzimas extracelulares
produzidas pelo C. subvermispora destacam-se as lacases e as MnPs. Uma vez que a presenca
de LiPs ndo tem sido observada nos mais distintos meios de cultivo ja estudados até o
momento. Além dessas enzimas principais, o fungo também produz o complexo xilanolitico
completo e algumas enzimas pertencentes ao complexo celulolitico como, as exo-celulases
em pequenas quantidades e, as endocelulases e P-glicosidases nas mesmas quantidades
produzidas por outros fungos da podriddo branca. Assim como em outros basidiomicetos, a
sintese dessas enzimas vai depender do substrato (MACEDO, 2006; FERRAZ, 2010).

Os fungos pertencentes ao género Ceriporiopsis sao conhecidos por serem eficientes
na degradagdo da lignina em madeiras. Mas o sistema enzimatico extracelular utilizado pelo
Ceriporiopsis subvermispora para decompor a lignina ainda ndo ¢ muito bem esclarecido.
Alguns autores levantam a questdo se o fungo realmente ndo produz a LiP, ou se a enzima s6
¢ produzida em meio solido lignocelulésico, no qual fica invidvel a determinagdo
experimental de LiP, pois a quantificagdo da enzima nos extratos seria mascarada pela
presenca de contaminantes. Essa diivida se dé pelo fato de ja existirem estudos mostrando que

C. subvermispora possui genes homoélogos aos que expressam a LiP em P. chrysosporium

(MACEDO, 2006; FERRAZ, 2010).
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O C. subvermispora tem grande importancia na aplicacdo industrial de biopolpacao.
Entretanto, hd uma tendéncia crescente de seu emprego em outros processos biotecnoldgicos,

como na degradagdo de corantes presentes em aguas residuais (MACEDO, 2006).

3.5 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

A maioria das enzimas sdo proteinas, com exce¢do de poucas moléculas de RNA
catalitico. As enzimas sdo moléculas que atuam como catalisadores biolégicos conduzindo
centenas de reagdes bioquimicas nas células dos organismos vivos. Elas possuem um alto
poder catalitico, devido sua capacidade de acelerar as reagdes quimicas, e alto grau de
especificidade para seus substratos. Além disso, sdo dependentes de condi¢des especificas de
temperatura e pH, para que possam atuar na sua melhor forma (NELSON; COX, 2011).

Algumas enzimas s3o obtidas de tecidos animais e vegetais, mas os biocatalisadores
de interesse industrial, geralmente, sdo produzidos por microrganismos. Elas podem ser
intracelulares ou extracelulares. Devido ao crescimento da utilizacdo de enzimas em
processos industriais muitas pesquisas tém sido feitas em busca de novas enzimas e novos
organismos produtores (BON et al., 2008).

Os fungos basidiomicetos de podridao branca possuem dois sistemas exoenzimaticos,
que produzem enzimas extracelulares: o hidrolitico, que promove a hidrolise de
polissacarideos, e o oxidativo, que faz a degradacao da lignina. Sendo que o sistema oxidativo
sintetiza trés enzimas primordiais a degradagdo de lignina, sdo elas: a LiP, a MnP e a lacase,
que sdo as mais estudadas. Tais enzimas oxidativas atuam sobre as partes fendlicas e/ou nao
fenolicas da lignina, causando a sua degradacao (CARDOSO, 2009).

O uso dessas enzimas ligninoliticas ndo esté atrelado somente a degradagao de lignina,
pois por serem enzimas de baixa especificidade e alto poder oxidativo, podem ser utilizadas
para degradar diversos tipos de poluentes ambientais, como 0s corantes presentes em aguas
residuais e solos contaminados com organopoluentes (CARDOSO, 2009).

A capacidade desses fungos de degradar outros compostos, como os corantes, esta
principalmente ligada & atividade das enzimas extracelulares pertencentes aos grupos das

peroxidases (LiP e MnP) e as fenol-oxidases (lacases) (NASCIMENTO, 2008).
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3.5.1 Lignina-Peroxidase (LiP)

A lignina-peroxidase (EC 1.11.1.14), inicialmente chamada de ligninase, foi
identificada pela primeira vez no microrganismo Phanerochaete chrysosporium. Essa enzima
¢ uma glicoproteina extracelular que contém um grupo prostético heme (ferroprotoporfirina
IX), e ¢ capaz de degradar unidades fenodlicas e ndo fendlicas de uma enorme variedade de
compostos resistentes ao ataque microbiano, incluindo a lignina (AGUIAR, 2006;
TAVARES, 2006; CARDOSO, 2009).

Sua atividade catalitica, Figura 2, necessita da presenga de H,O, como cofator para
gerar um radical cation com alto potencial redox capaz de retirar um elétron do anel
aromatico, dando origem a radicais catidnicos aromaticos que causam a desestruturagdo do
substrato. Este tipo de mecanismo causa a oxidag¢do de alcoois benzilicos; quebra de cadeias
aromaticas laterais; quebra de anéis aromdticos em compostos ndo fenodlicos, entre outros

(AGUIAR, 2006; TAVARES, 2006; CARDOSO, 2009).

Figura 2 — Ciclo catalitico da lignina-peroxidase (LiP).
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Fonte: Faria (2010).

No ciclo catalitico da LiP, Figura 2, o ferro (Fe) presente no grupo heme
(ferroprotoporfirina IX) da LiP sofre algumas oxidoreducdes. Primeiramente o Fe (III)
presente no grupo heme da LiP (nativa) ¢ oxidado a Fe (IV) pelo peroxido de hidrogénio
(H20;), um aceptor natural de elétrons, formando H,O e o LiP (composto I) oxidado, radical
cationico da LiP deficiente em dois elétrons. Sendo que, o composto I gerado ¢ capaz de
oxidar a lignina e compostos similares. Em seguida, o LiP (composto I) ¢ reduzido por meio

da transferéncia de um elétron, na presenga de um agente redutor como o alcool veratrilico,
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formando o LiP (composto II), no qual o Fe (IV) ndo ¢ mais um radical livre. Entdo, a enzima
volta a condi¢do LiP (nativa) através de uma segunda redugdo, com a transferéncia de um
elétron doado por um outro agente redutor, completando assim o ciclo (FARIA, 2010).

O alcool veratrilico (3,4 dimetoxibenzil), sintetizado em alta concentragdo por varios
fungos de podridao branca, ¢ normalmente empregado nos ensaios de atividade de LiP onde,
na presenca de H,0O,, ocorre a formacdo do veratraldeido (produto oxidado). O alcool
veratrilico possui um importante papel no processo catalitico da LiP, pois ¢ o redutor
preferido por essa enzima, sendo sintetizado pelo fungo da podriddo branca depois da
lignolise, e protege a LiP da inativacdo pelo excesso de perdxido de hidrogénio (AGUIAR,
2006; TAVARES, 2006; CARDOSO, 2009).

Ollikka et al. (1993) analisaram o uso de LiP de Phanerochaete chrysosporium na
degradacdo de dez diferentes tipos de corantes sintéticos (azul de bromofenol, vermelho
congo, azul de metileno, verde de metila, alaranjado de metila, remazol brilliant blue R
(RBBR), azul de toluidina, Poly S-119, Poly R-478 e Poly T-128), através do extrato
enzimatico bruto. A maioria dos corantes perdeu mais de 75% de sua cor, apenas vermelho
Congo, Poly R-478 e Poly T-128 obtiveram degradacdo menor do que os outros, 54, 46 e
48%, respectivamente. Neste mesmo estudo foi observada a capacidade de trés isoenzimas
purificadas em degradar os corantes (LiP 4,65, LiP 4,15 e LiP 3,85). As isoenzimas foram
capazes de descolorir os corantes na presenca de um mediador (alcool veratrilico), de forma
comparavel ao extrato enzimatico bruto, confirmando que a LiP ¢ capaz de degradar corantes.
Entretanto, na auséncia do mediador, a atividade de degradacdo das isoenzimas foi, na
maioria dos casos, drasticamente reduzida.

Leitdo, Carvalho e¢ Bon (2007) avaliaram o uso de LiP de Phanerochaete
chrysosporium na degradagdao do corante azul de metileno, através do extrato enzimatico
bruto. Em misturas reacionais contendo SOmg.L'1 do corante, realizadas a 30°C, o mesmo foi
degradado em 30 minutos. As condigdes de degradagdo foram otimizadas quando adicionado
H,0, para minimizar o custo e a temperatura da reagdo. Os resultados mostraram que usando

uma razao molar corante:H,O, de 1:5 houve uma remogao eficiente de 90% da cor.
3.5.2 Manganés-Peroxidase (MnP)
A manganés-peroxidase (EC 1.11.1.13), assim como a LiP, ¢ uma glicoproteina

extracelular hémica e necessita da presenga de H,O, para sua atividade. Seu ciclo catalitico,

. . + . + .
Figura 3, necessita de H;O, e Mn 2 sendo esse oxidado a Mn™"* que, consequentemente, oxida
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. oqe + , . I3 roe
o substrato de interesse. A estabilidade do Mn™® ¢ garantida através do uso de acidos
organicos, como o lactato, o oxalato e o malato, que agem como quelantes e formam um

complexo oxidante ativo (AGUIAR, 2006; TAVARES, 2006; CARDOSO, 2009).

Figura 3 — Ciclo catalitico da manganés-peroxidase (MnP).
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Fonte: Faria (2010).

O ciclo catalitico da MnP, Figura 3, é similar ao da LiP, mas diferencia-se do ciclo da
LiP devido a necessidade do fon Mn'? para que o ciclo se complete. O ciclo catalitico da MnP
inicia-se com a oxida¢do da MnP nativa pela ligacdo do H,O; ou de um peroxido orgéanico ao
jon Fe™, formando H,O e o composto I, o qual é deficiente em dois elétrons. Entdo, o fon
Mn™? ou outro doador de elétron com potencial redox adequado transfere um elétron para o
composto I, levando a formac¢do do composto II. Na sequéncia, o composto II recebe um
elétron de outro ion Mn+2, especificamente, e retorna a forma MnP nativa. Os ions Mn™?
gerados durante o ciclo sdo estabilizados por 4cidos organicos, como o oxalato, malonato,
tartarato ou lactato (FARIA, 2010).

Os fons Mn"™ podem agir como mediadores de baixa massa molar, o que faz com que
a MnP seja responsavel por grande parte da degradagao de lignina, pois a transferéncia de seu
poder oxidante para um mediador facilita a difusdo e o ataque através da parede de lignina
(AGUIAR, 2006; TAVARES, 2006; CARDOSO, 2009).

A MnP age principalmente em compostos fendlicos, mas a oxidacao de substratos nao
fenolicos também pode acontecer. Os fons Mn™ atacam compostos organicos de forma
inespecifica, pela abstracdo de elétrons, o que leva a formagao de radicais reativos capazes de
degradar compostos recalcitrantes, organicos sulfurados, aminas aromaticas e fenois

(AGUIAR, 2006; TAVARES, 2006; CARDOSO, 2009; FARIA, 2010).
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Urek e Pazarlioglu (2007) avaliaram a producdo de MnP pelo fungo de Phanerochaete

chrysosporium, monitorando seu crescimento em diferentes meios e condigdes de cultivo, na
presenca e auséncia de alguns indutores, como Mn®" e Tween 80. Os cultivos suplementados
com Tween 80 (0,05% v/v) e Mn>" (174uM) resultaram em uma atividade maxima de MnP de
356 U/L, aproximadamente duas vezes maior a obtida no cultivo controle (sem Tween 80).
Os corantes sintéticos Direct Blue 15 e Direct Green 6 (50mg.L™") foram tratados com a MnP
produzida, em pH 4,5 a 30°C. A degradagdo obtida para Direct Blue 15 foi 12% e 5,4% para
Direct Green 6, apos 5 minutos de tratamento. Os resultados comprovam a capacidade de
MnP, produzida por P. chrysosporium, em descolorir corantes.

A MnP apresenta potencial aplicacdo biotecnologica podendo ser utilizada na
biodegrada¢do de lignina, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PHA), 4acidos humicos,
corantes sintéticos e bifenilas policloradas (PCB) (OTTONI, 2012).

3.5.3 Lacase

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas pertencentes a classe das fenol-oxidases que
possuem quatro atomos de cobre (Cu) em seu sitio ativo, classificados em trés tipos (um
atomo T1, um T2 e dois T3), por isso sdo conhecidas como enzimas multi-cobres. Podem ser
divididas principalmente em dois grupos de acordo com sua origem: plantas e fungos. As
lacases fungicas possuem massa molar entre 60 e 100kDa e, geralmente, podem se apresentar
na forma de 5 ou mais isoenzimas, dependendo da espécie do fungo e das condi¢des de
crescimento (TAVARES, 2006; VILLELA, 2006; CARDOSO, 2009; FARIA, 2010).

Segundo Villela (2006) e Tavares (2006) essa enzima foi descoberta por Yoshida em
1883, em uma planta, a Rhus vernicifera, e caracterizada por Bertrand em 1985 como uma
oxidase de cobre. Mas sua atividade ja foi observada em mais de 60 tipos diferentes de
fungos, em diversas plantas superiores e em algumas bactérias.

As lacases catalisam a oxida¢do de um elétron de substratos tais como: 0s mono-, di- €
polifenois, aminofenois, metoxifenois e aminas aromaticas, a0 mesmo tempo em que reduz
quatro oxigénios moleculares (0O;) a 4agua. Seu ciclo catalitico, Figura 4, envolve
transferéncias de elétrons sequenciais entre os atomos de cobre (VILLELA, 2006;

NASCIMENTO, 2008; CARDOSO, 2009).



25

Figura 4 — Ciclo catalitico da lacase, onde PhOH representa um composto fenolico.

0, Lacase (Cu?) PhO-

H,0 Lacase red. (Cul') PhOH
Fonte: Mendes (2008).

A reacdo de oxidacdo catalisada pelas lacases, Figura 4, comeca com a retirada de um
elétron do substrato fendlico (PhOH) formando um fenoxi-radical (PhO+). A medida que
ocorre a oxidagdo dos substratos pela enzima, os atomos de Cu”" véo se reduzindo a Cu'’. Em
seguida, o Cu'" reduzido ¢é reoxidado através da redugio do O, a 4gua, entdo o ciclo
recomega. Além disso, a lacase também pode oxidar compostos com alto potencial redox na
presenca de mediadores apropriados, como o ABTS (4cido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzo-tiazol-
6-sulfonico)), 1-hidroxibenzotriazol e 4cido 3-hidroxiantranilico. Apo6s sua oxidagdo a
radicais catidnicos, o mediador € capaz de oxidar compostos com elevado potencial redox, por
exemplo, os compostos nao fendlicos da lignina (CRUZ JUNIOR, 2003; VILLELA, 2006;
NASCIMENTO, 2008; CARDOSO, 2009; FARIA, 2010).

A atividade da lacase tem sido observada em muitas espécies fingicas. Essa enzima ja
foi purificada a partir de muitas espécies. Entretanto, existem alguns grupos taxonémicos ou
fisiologicos de fungos que ndo produzem quantidades significativas de lacase. Por exemplo, a
producdo de lacase nunca foi observada em fungos inferiores, como Zygomycetes e
Chytridiomycetes, mas estes grupos ainda nao foram estudados com detalhes. As lacases sdo
tipicas de basidiomicetos, que causam a podridao branca, sendo que quase todas as espécies
de fungos desse grupo produzem lacase. Os fungos produtores de lacase mais comuns sdao do
género Trametes, como o T. versicolor, T. hirsuta, T. villosa, entre outros (BALDRIAN,
2006; MADHAVI; LELE, 2009).

A utilizacao de lacases em processos biotecnologicos desponta como uma alternativa
promissora. Uma vez que tém sido cada vez mais estudadas para a utilizagdo na
biotransformag¢ao de compostos fenodlicos em geral, inclusive no tratamento de efluentes que
possuem tais compostos. Além dos estudos envolvendo o uso de lacases no tratamento de
efluentes, existem pesquisas evidenciando o potencial dessa enzima em processos de
polpacdo. Processo no qual a enzima age no branqueamento da polpa substituindo o uso de
cloro (CRUZ JUNIOR, 2003; VILLELA, 2006).

Segundo estudos, essa enzima também tem a capacidade de degradar uma grande

variedade de corantes sintéticos, como o cristal violeta, vermelho congo, verde malaquita,
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azul de bromofenol, podendo entdo ser utilizada no tratamento de dguas residuais da indstria
téxtil e demais indUstrias quimicas que fazem uso de corantes (MAYER; STAPLES, 2002;
TAVARES, 2006; VILLELA, 2006).

3.6 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE ENZIMAS

Para que haja uma otimizagdo na produgdo dessas enzimas alguns fatores devem ser
controlados, como concentragdo do indculo, a forma de crescimento do fungo, composi¢ao do
meio de cultivo, pH, temperatura, frequéncia de agitagdo do meio, presenca de indutor e
auséncia de inibidores, entre outros fatores (AGUIAR, 2006; TAVARES, 2006; VILLELA,
2006; NASCIMENTO, 2008).

3.6.1 Meio De Cultivo

O meio de cultivo ¢ um fator importante a ser considerado na produgdo de enzimas,
uma vez que sua composicdo interfere diretamente no desenvolvimento do microrganismo
produtor, afetando desde o seu crescimento até¢ a sintese da enzima. Os meios de cultivo
podem ser classificados de acordo com sua composi¢do e o seu estado fisico (GALVAGNO;
FORCHIASSIN, 2010).

De acordo com sua composi¢do, podem ser divididos em naturais e sintéticos. Os
meios naturais sdo caracterizados por sua composi¢ao quantitativa desconhecida, uma vez que
sdo compostos por fontes de origem animal ou vegetal, como graos, sementes, raizes e folhas.
Dessa forma, esse tipo de meio é pouco reprodutivel, uma vez que apresenta grande variagao
em sua composi¢cdo e varios fatores podem interferir no seu controle. J4 os meios sintéticos,
sdo conhecidos por ter composi¢do qualitativa e quantitativa conhecidas, assim como os
meios semissintéticos. Sendo que, nos meios semissintéticos, parte dos componentes sao
naturais, como o extrato de malte e de levedura (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010).

A composicdo de um meio de cultivo inclui microelementos/elementos-trago,
macroelementos e fatores de crescimento, sendo que os macroelementos sdo encontrados em
maior quantidade, enquanto os demais componentes correspondem a uma menor parte da
composi¢ao de um meio (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010).

Dentre os macroelementos mais importantes encontra-se o carbono (45% a 55%),
essencial para o metabolismo de todo ser vivo. Os fungos, por serem heterotroficos,

necessitam de carbono advindo de fonte externa, por isso o meio deve possuir determinada
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quantidade de carbono disponivel. Outro composto muito importante ¢ o nitrogénio (12% a
16%), encontrado em proteinas e acidos nucléicos, eles fazem parte de varios metabolitos
gerados pelos fungos, como hormdnios e antibidticos. Uma relacdo C/N equilibrada ¢
extremamente necessaria, para que a fermentagdo ocorra satisfatoriamente. Os demais
macroelementos essenciais para um fungo s3o o oxigénio (16% a 22%), o hidrogénio (7% a
10%), o fosforo (1% a 2%) e o enxofre (0,4% a 0,8%) (GALVAGNO; FORCHIASSIN,
2010).

Os microelementos/elementos-trago agem como cofatores enzimaticos e reguladores
osmoticos, além de serem importantes para a transferéncia de elétrons em reacdes de oxido-
reducdo. Ja os fatores de crescimento sdo vitaminas, moléculas orgdnicas que tém agdo
catalitica especifica como coenzimas em reagdes enzimaticas (GALVAGNO;
FORCHIASSIN, 2010).

A classificacio em fun¢do do estado fisico é dividida em meios s6lidos e meios
liquidos. Os meios so6lidos, normalmente, sdo compostos por dgar-agar, um polissacarideo que
confere ao meio a capacidade de se solidificar quando resfriado a uma temperatura entre 32°C
e 45°C. Esse tipo de meio €, muitas vezes, utilizado para detectar contaminantes e estudar as
coldnias de microrganismos. Mas, também podem ser compostos por uma matriz so6lida com
pouca ou nenhuma presenga de agua livre, como na fermentacdo em estado so6lido. Ja os
meios liquidos, s3o aqueles onde os nutrientes se encontram dissolvidos ou suspensos em
agua, como na fermentagdo submersa (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010; ZANCHETTA,
2012).

Na fermentacao em estado solido (FES), a matriz s6lida deve ter umidade suficiente
para manter o crescimento e a atividade metabolica do microrganismo. A matriz solida pode
ser natural (fonte de carbono e outros nutrientes), como residuos agroindustriais, ou ser
constituida de um suporte inerte com meio liquido adsorvido. A FES tem como vantagens o
uso de residuos como substrato, baixo consumo de energia e de agua, além de simular
condi¢des de vida dos microrganismos que crescem em materiais sélidos na natureza, como
os fungos filamentosos. Dentre as desvantagens desse processo encontram-se as diferencas
nos gradientes de temperatura, umidade e concentracdo de substrato, a dificuldade de
determinar o crescimento do microrganismo e controlar os parametros de produgdo, o que
interfere na padronizagao do processo e limita a reprodugdo dos resultados (AFONSO, 2012;
ZANCHETTA, 2012; ESCARAMBONI, 2014).

Na fermentagdo submersa (FS), os microrganismos se desenvolvem em meio liquido,

o que facilita o controle da aeracdo, a quantificacdo do crescimento dos microrganismos e a
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recuperagdo dos metabolitos de interesse produzidos e excretados. Mas, a quantidade de dgua
presente facilita a contaminagdo por outros microrganismos indesejaveis. A FS ¢ o processo
mais utilizado para produzir enzimas comerciais, devido a facilidade de controle da produgao,
0 que o torna mais confidvel e reproduzivel. Entretanto, o elevado volume de residuos
liquidos produzidos e o custo de operagdo encarecem o processo (GALVAGNO;
FORCHIASSIN, 2010; ZANCHETTA, 2012; ESCARAMBONI, 2014).

Os cultivos de C. subvermispora sdo diretamente afetados pelo tipo e composig¢do do
meio, uma vez que o mesmo pode induzir ou ndo a produgdo e liberagdo das enzimas MnP e

lacase (FARIA, 2010).

3.6.2 Indutor

Para que a utilizagdo de enzimas seja vidvel em um processo, ¢ necessario que sua
produgdo seja em quantidades consideraveis. Para tanto, muitos pesquisadores tem buscado
alternativas para a maximizagdo da produ¢do de MnP e lacase, entre elas a utilizacdo de
compostos indutores no meio de cultivo. Muitas vezes esse composto indutor € o proprio
substrato a ser degradado pela enzima ou alguma molécula de estrutura similar ao substrato
(TAVARES, 20006).

A utilizagdo de indutores no cultivo de basidiomicetos tem sido feita com sucesso,
uma vez que esses compostos podem promover a sintese de isoformas de enzimas
ligninoliticas, causando um aumento significativo na produ¢do. Essas enzimas sdo induzidas
por diversos compostos aromaticos ¢ ions metalicos (TAVARES, 2006; FARIA, 2010).

Para a lacase, geralmente, os indutores mais utilizados sdo os compostos aromaticos,
devido as suas caracteristicas estruturais, como o 2,5-xilidina ¢ o alcool veratrilico. Além
desses, outros compostos muito utilizados sdo o etanol e o cobre (FARIA, 2010; MOREIRA
NETO, 2012).

O cobre estimula a transcri¢do da enzima ¢ aumenta a atividade da mesma. O aumento
da transcricdo estd relacionado com a regulagdo da expressdo génica causada por esse
elemento (GALHAUP et al., 2002; TAVARES, 2006; MOREIRA NETO, 2012).

Para que a indugao pelo cobre ocorra de forma satisfatéria alguns parametros sdo
fundamentais, dentre eles a concentragdo do elemento e o estagio de adi¢do do mesmo. Uma
vez que, dependendo da concentragdo, o cobre pode interagir com grupos —SH da enzima e

com isso causar inibi¢do da mesma. De uma forma geral, a inducdo por cobre ¢ feita através
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da adi¢do de sulfato de cobre (CuSO4) ao meio de cultivo, no terceiro ou quarto dia apds o
inicio do cultivo, na fase exponencial do cultivo (MOREIRA NETO, 2012).

Galhaup e Haltrich (2001) adicionaram CuSOs ao meio de cultivo de Trametes
pubescens, variando a concentragdo entre 0,1mM a 2mM, apods a inoculagdo, no quarto e
oitavo dia. A maior atividade da lacase foi observada no quarto dia, na concentragao de 2mM
de CuSOy4, quando a concentragdo de glicose ja havia diminuido consideravelmente.

J& para a MnP o indutor mais utilizado € o ion Mn2+, sendo a adi¢cao do mesmo muito
importante para a detec¢do da enzima em cultivos de C. subvermispora e outros fungos, como
T. versicolor ¢ P. crysosporium. A presenga de Mn”' no meio de cultivo promove regulago
da expressdo génica de MnP e tem participagdo ativa na transcricdo da enzima. C.
subvermispora é capaz de produzir MnP mesmo na auséncia de Mn®" mas, segundo estudos,
na falta do fon a enzima produzida permanece intracelular e s6 ¢ excretada apos a adigdo de
Mn®" ao meio de cultivo. Entretanto, existem pesquisas na literatura que evidenciam a
produgdo de MnP em meios contendo ions Cu’' (FARIA, 2010).

Faria (2010) observou que a adicdo de MnSO4 ao meio de cultivo definido, com C.
subvermispora imobilizado em espuma de poliuretano, influenciou a sintese de MnP. Os
cultivos foram suplementados com MnSO4 nas concentragdes 0, 11 e 40 ppm, sendo obtida
maxima atividade da enzima de 108,5 ULL" no cultivo suplementado com 11 ppm de Mn*".

A adicao de compostos indutores no meio de cultivo aumenta a sintese de enzimas,
uma vez que esses compostos podem promover a expressao génica de MnP e lacase. Portanto,
0 uso desses compostos ¢ importante para a producdo em larga escala dessas enzimas

(FARIA, 2010; MOREIRA NETO, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO E CONDICOES DE MANUTENCAO

Este trabalho foi realizado com o fungo da podridio branca Ceriporiopsis
subvermispora, doado pelo professor André Aguiar Mendes (Universidade Federal de
Itajubd). O fungo foi mantido em tubos inclinados contendo 2% (m/v) de extrato de malte,
0,2% (m/v) de extrato de levedura e 2% (m/v) de 4agar. Os tubos foram incubados
estaticamente em estufa bacteriologica a 28 + 2°C, por um periodo de 7 dias. Em seguida, a

cultura foi armazenada em refrigerador.

4.2 PREPARACAO DO INOCULO

Para a preparacdo do indculo, primeiramente a cultura de C. subvermispora foi
repicada em placas de Petri contendo o meio sélido descrito no topico 4.1. O micélio crescido
no tubo inclinado foi transferido para as placas de Petri. As placas foram incubadas
estaticamente em estufa bacteriologica a 28 + 2°C, por um periodo de 7 dias.

Para o crescimento e adaptacdo do microrganismo em meio liquido, 12 circulos de
1,5cm de didmetro cada foram retirados das placas contendo o microrganismo, e transferidos
para um erlenmeyer de 1000mL contendo 300mL de meio. O meio de adaptacdo continha de
extrato de malte 2% (m/v), de extrato de levedura 0,2% (m/v) e glicose 0,1% (m/v). O cultivo
foi mantido estatico a 28 + 2°C por um periodo de 15 dias, em estufa bacteriologica.

Apbs o tempo de incubagdo, a biomassa foi recuperada com o auxilio de um funil de
Buchner e lavada com 4gua destilada, previamente esterilizada. As células foram trituradas
em liquidificador de aco inox estéril, juntamente com agua destilada esterilizada, por 3 ciclos

de 20 segundos cada.

4.2.1 Massa Seca

Para a determinacdo da massa de indculo foi utilizado o método da massa seca. Papel
de filtro foi mantido em estufa por 1 hora e 30 minutos a 100°C, até massa constante. O filtro
pré-pesado foi utilizado para a filtragdo de 2mL da suspens@o contendo as células e hifas. O

filtro contendo as células foi, novamente, mantido em estufa a 100°C até massa constante, e
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pesado. A massa de células foi obtida utilizando a Equagdo 1. A concentragdo de células na

suspensao foi de 30,5mg/mL.

(massa seca filtro+células) — (massa seca filtro)
volume de amostra filtrado

concentragao de in6culo =

(1

4.3 FERMENTACAO Ceriporiopsis subvermispora

4.3.1 Meio De Cultivo

Para a producdo da lacase, foi utilizado meio definido contendo O,Sg.L'1 de KH,POy,,
0,25g.L"" de MgSO4+7H,0, 0,05g.L" de CaCl, e 10g.L" de glicose. O pH do meio foi
ajustado para 4,5, o meio foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos. A glicose foi
autoclavada separadamente do restante do meio, para evitar reagdo de Maillard

(escurecimento do meio), e acrescentada ao meio posteriormente (RIBEIRO, 2006).

4.3.2 Condi¢des De Cultivo

O cultivo com C. subvermispora para a producdo de lacase foi realizado em
erlenmeyer de 1000mL, contendo 100mL de meio e 10mL de indculo. Os cultivos foram
mantidos em mesa incubadora rotativa a 28 & 2°C e 150rpm, por um periodo de 7 dias.

Paralelamente, foram realizados 6 cultivos em erlenmeyers de 250mL, para o controle
da produtividade de lacase. Cada erlenmeyer continha 10mL de meio e 1mL de indculo.
Amostras foram retiradas a cada 3 dias durante 7 dias, para quantificagdo de lacase.

O fator de indugdo (Cu®") foi preparado utilizando-se CuSO4*5H,0, na concentragdo
2mM. A solugdo foi autoclavada a 121°C durante 20 minutos. No terceiro dia dos cultivos, o

fator de inducgao foi adicionado aos mesmos. Todos os cultivos foram realizados em triplicata.
4.4 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
Para a determinacdo das atividades enzimaticas, os cultivos foram filtrados em filtro

de papel (unifil), com o intuito remover as células do meio de cultivo. O filtrado foi

denominado extrato enzimatico e utilizado para determinar as atividades enzimaticas.
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4.4.1 Manganés-Peroxidase (MnP)

Para determinar a atividade de manganés-peroxidase, 500uL do extrato enzimatico,
1,5mL tampdo succinato de sodio 50mM (pH 5,0), 1,5mL de 4cido oxalico 10mM, 500uL de
MnSO; 1mM, 500uL. de vermelho de fenol 0,1% (m/v), 250uL de albumina 1% (m/v) e
250uL de H,O; 2mM foram adicionados a um tubo de ensaio. Dessa mistura, foi retirado
ImL e acrescentado 30uL de NaOH 6,5M, a seguir a absorbancia foi registrada no
comprimento de onda (A) de 610nm, durante 8§ minutos a intervalos de 2 minutos. O branco

foi feito substituindo o extrato enzimatico por agua destilada (CUNHA, 2008).

4.4.2 Lacase

Para o ensaio de determinagdo de lacase foi utilizado o método de oxidagao por ABTS
(acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzitiazolina-6)-sulfonico). Juntamente a 500uL de extrato
enzimatico foi adicionado 300uL de tampao citrato-fosfato S0mM (pH 5,0), 100uL de dgua
destilada e 100uL de ABTS ImM. O branco foi feito substituindo-se o extrato enzimatico por
agua destilada. A leitura foi realizada no comprimento de onda (1) de 420nm, por 2 minutos
em intervalos de 5 segundos (CUNHA, 2008).

4.4.3 Fenol-Oxidase Total (FOT)

Na determinagao da atividade de fenol-oxidase total, o ensaio foi realizado
adicionando 500uL de extrato enzimatico, 300uL de tampao citrato SOmM (pH 5,0), SOuL de
MnSO; ImM, 100uL de ABTS 1mM e 50uL de H,O, 2mM. Para o branco, o extrato
enzimatico foi substituido por dgua destilada. Foi realizada a leitura no comprimento de onda

(M) de 420nm, por 2 minutos em intervalos de 5 segundos (BALLAMINUT, 2007).

4.5 ESTUDO DE DEGRADACAO UTILIZANDO EXTRATO ENZIMATICO

Para o estudo de degradacdo em meio liquido, foram preparadas solugdes estoque com
concentracio 200mg.L" para cada um dos corantes: alaranjado de metila, azul de metileno,
chromotrope 2R, cristal violeta, indigo carmim, pardo de bismarck Y, preto de eriocromo T,
safranina T e vermelho de fenol. Em seguida, foram pipetados 8mL das solu¢des de corante e

colocados em tubos de ensaio. A seguir, 6mL de tampao citrato S0mM (pH 4,5) foram
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adicionados. Os tubos de ensaio contendo a solugdo de corante + tampdo citrato foram
colocados em banho-maria a 30°C durante 5 minutos. Decorrido o tempo de incubagdo, foram
acrescentados 2mL do extrato enzimatico em cada tubo. Amostras foram retiradas nos tempos
0, 2, 4 e 6 horas. Os ensaios foram feitos em triplicata, com um controle positivo que continha
8mL de corante, 6mL de tampao citrato e 2mL de extrato enzimatico fervido (inativado).

A reacdo de degradagdo foi monitorada utilizando a varredura, que foi realizada em
espectrofotometro no modo Wavescan, com um intervalo de comprimento de onda (A) de 200

a 900nm.

4.6 ESTUDO DE DEGRADACAO EM AGAR

Para o estudo de degradacdo em meio sélido, foram preparadas solugdes estoque nas
concentracdes 50mg.L™" e 100mg.L" para cada um dos corantes: alaranjado de metila, azul de
metileno, chromotrope 2R, indigo carmim e vermelho de fenol. O meio so6lido continha
extrato de malte 2% (m/v), peptona 0,1% (m/v), glicose 2% (m/v) e adgar 2% (m/v). Os meios
contendo os corantes foram vertidos em placas de Petri. Apds a sua solidificagdo, foram
adicionados ao centro das placas circulos de 1,5cm de didmetro que foram retirados de placas
contendo o C. subvermispora, previamente crescido no meio solido descrito no topico 4.1. As
placas foram incubadas estaticamente em estufa a 30 £ 2°C, por um periodo de 15 dias. Os
experimentos foram realizados em triplicata, com um controle positivo contendo o corante
sem a adi¢ao do fungo.

Posteriormente, ao periodo de incubagdo, pedacos de 5g do meio sélido foram
retirados das placas e adicionado em tubos Falcon, juntamente a 10mL de tampao citrato
50mM pH 4,3. Os tubos foram colocados em estufa bacterioldgica a 28 + 2°C e 180rpm
durante 2 horas, para extragdo do corante. Em seguida, a solu¢do foi centrifugada para retirada
da particula solida, e o liquido foi submetido a varredura em espectrofotometro no modo

Wavescan, com um intervalo de comprimento de onda (1) de 200 a 900nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Neste trabalho foi avaliada a producdo das enzimas manganés-peroxidase (MnP) e
lacase durante a fermentacdo submersa de Ceriporiopsis subvermispora, onde foram
analisadas as atividades destas enzimas.

A partir das determinacdes das atividades enzimaticas descritas no topico 4.4, foi
possivel perceber que o fungo C. subvermispora foi capaz de produzir as enzimas
pertencentes ao grupo das fenol-oxidases, dentre elas a lacase.

Para determinar a concentragdo de lacase presente no extrato enzimatico utilizou-se a

Equacdo 2, descrita por Conceigdo (2010).

A 106
vty = == @

Onde, UT/L = atividade enzimatica (umol.min™);
Aabs = diferenca de absorbancia (A, — Ay);
10° = mol.L" para pmol.L™";
& = coeficiente de absortividade molar (L.mol™".cm™);
R = volume de extrato enzimatico (mL);
t = tempo de reag@o (minutos).

Pode-se definir uma unidade de atividade enzimatica (1UI) como a quantidade de
lacase necessaria para oxidar 1pumol de ABTS por minuto, sendo o coeficiente €420 = 3,6 x 10”
L.mol™.cm™ para o ABTS oxidado (GONCALVES, 2010).

Na Tabela 2 e 3, é possivel observar os valores encontrados para a atividade

enzimatica da lacase produzida pelo fungo C. subvermispora.

Tabela 2 — Atividade enzimatica da lacase produzida na fermentagdo com C. subvermispora no ensaio de

monitoramento.
Tel.npo Amostra Aabs ULL?
(dias)
30 1A 1,731 19,33
1B 1,894 21,04
70 2A 1,233 13,70

2B 1,843 20,47
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Através dos resultados da Tabela 2 observou-se que ndo houve aumento significativo
na atividade da lacase do terceiro para o sétimo dia. Sendo assim, o cultivo foi interrompido e
a atividade enzimatica da lacase determinada, e o filtrado livre de células utilizado para o

ensaio de degradagdo, Tabela 3.

Tabela 3 — Atividade enzimatica da lacase produzida na fermentagdo com C. subvermispora.

Amostra Aabs ULL"
1 1,676 46,55
2 1,669 46,36
3 1,717 47,69

Média 46,86 + 0,7

Faria (2010) estudou a produc¢do de enzimas ligninoliticas por C. subvermispora em
diferentes meios de cultivo. Em cultivo submerso com meio definido, inoculado com
suspensdo de micélio fingico crescido em meio liquido, obteve atividade méxima de lacase
de 71,0 = 5,7 ULL™" no 6° dia de cultivo, enquanto a atividade de MnP foi de 192,0 + 28,3
ULL". Riittimann-Johnson et al. (1993) reportaram 380 ULL™" para lacase ¢ 600 ULL™" para
MnP, em meio de cultivo definido e condi¢gdes semelhantes. J4 em cultivo submerso com
meio complexo, Faria (2010) conseguiu obter atividade méaxima de MnP de 69,0 ULL™ no 12°
dia, enquanto que a atividade de lacase foi 116,5 + 50,2 ULL™.

Nota-se que a atividade enzimadtica de lacase obtida neste trabalho, 46,86 = 0,7 ULL",
foi menor que a atividade descrita na literatura. Essa diferenca pode estar associada a
composi¢do do meio de cultivo, quantidade de inéculo utilizada e/ou condigdes de cultivo
distintas.

Riittimann-Johnson et al. (1993) utilizaram 0,45mg/mL de in6culo e o cultivo foi
realizado a uma temperatura de 30°C e agitagdao de 180rpm. Enquanto Faria (2010) usou uma
concentragdo de inéculo de 0,50mg/mL, em condigdes de cultivo semelhantes a de
Riittimann-Johnson et al. (1993), por um periodo de 21 dias. Ambos os estudos utilizaram
meio de cultivo definido com composi¢do idéntica, contendo glicose, sais minerais e solucao
de elementos-trago.

As condigdes de cultivo utilizadas neste trabalho (28°C e 150rpm) foram semelhantes
as condi¢des utilizadas nos trabalhos citados acima. Mas, o tempo de cultivo (7 dias) foi
menor. Ja a concentragdo de indculo (30,5mg/mL) foi maior que a utilizada em ambos os
estudos mostrados. Entretanto, a composi¢do do meio de cultivo foi diferente, uma vez que o

meio de cultivo utilizado neste trabalho ndo continha solucdo de elementos-trago.
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Provavelmente, a composi¢do do meio de cultivo interferiu na produgdo das enzimas MnP e
lacase, justificando a diferenca de atividade encontrada com os trabalhados citados acima.

Dentre as enzimas pertencentes ao grupo das peroxidases produzidas pelo C.
subvermispora destaca-se a MnP, ja que a presenca de lignina-peroxidase (LiP) ndo tem sido
observada nos diferentes meios e condigdes de cultivo ja estudados (CUNHA, 2008).

Nao foi detectada a atividade da MnP no presente trabalho. Entretanto, tal resultado
ndo era esperado porque segundo a literatura, o C. subvermispora é conhecido pela sua
capacidade de produzir lacase e MnP.

Gamba et al. (2009) observaram a producdo de MnP em meio de composi¢do definida
utilizando C. subvermispora, obtendo a maior atividade enzimatica de 0,192 + 0,028 Ul/mL
no 18° dia de cultivo, sendo possivel observar a producao dessa enzima a partir do 3° dia de
cultivo. Nesse mesmo estudo foi observado que a atividade maxima de lacase, 0,071 + 0,006
Ul/mL no 6° dia, foi menor que a de MnP.

Muitos estudos tém mostrado que o tipo e a composi¢do do meio, bem como as
condi¢des de cultivo influenciam no crescimento fungico e, consequentemente, na sintese de
isoenzimas. As caracteristicas especificas de cada estirpe, a idade do indculo e a variabilidade
genética encontrada entre diferentes cepas de um mesmo fungo também influenciam.
Riittimann et al. observaram diferentes atividades enzimaticas para MnP e lacase em cepas
distintas de C. subvermispora (RUTTIMANN-JOHNSON, 1993; SANTOS, 2008, FARIA,
2010; OTTONI, 2012).

Uma alternativa para o aumento da produgdo das enzimas € a escolha de um meio com
uma composi¢ao mais favoravel e/ou a adi¢ao de outro indutor, uma vez que podem promover
a sintese de enzimas ligninoliticas, causando um aumento significativo na produ¢do. Segundo
Faria (2010) o indutor mais utilizado na sintese de MnP é o fon Mn”", sendo a adi¢io do
mesmo muito importante para a deteccao da enzima em cultivos de C. subvermispora e outros

fungos.
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5.2 ESTUDO DE DEGRADACAO UTILIZANDO EXTRATO ENZIMATICO

Para este estudo de degradacgdo utilizou-se o extrato enzimatico, meio de cultivo livre
de células, produzido pelo fungo C. subvermispora em cultivo submerso. Como mostrado no
topico 5.1, dentre as enzimas ligninoliticas, somente a lacase foi produzida e sua atividade foi
46,86 + 0,7 ULL™".

Nas figuras que se seguem ¢ possivel observar as curvas de degradagdo obtidas
durante o ensaio, nos tempos zero, duas, quatro e seis horas apds o inicio, para cada um dos
corantes utilizados: alaranjado de metila, azul de metileno, chromotrope 2R, cristal violeta,

indigo carmim, pardo de bismarck Y, preto de eriocromo T, safranina T e vermelho de fenol.

Figura S — Curva de degradagdo do corante alaranjado de metila (ALM) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas apods o
inicio do ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 6 — Curva de degradagdo do corante azul de metileno (AZM) nos tempos 0, 2, 4 e 6 horas apds o inicio
do ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 7 — Curva de degradagdo do corante chromotrope 2R (C2R) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas apds o inicio do
ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 8 — Curva de degradagdo do corante cristal violeta (CV) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas apds o inicio do
ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 9 — Curva de degradagdo do corante indigo carmim (IC) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas apds o inicio do
ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 10 — Curva de degradagéo do corante pardo de bismarck Y (PBY) nos tempos 0, 2, 4 e 6 horas apds o
inicio do ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 11 — Curva de degradagéo do corante preto de eriocromo T (PET) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas apds o
inicio do ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 12 — Curva de degradagdo do corante safranina T (ST) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas ap6s o inicio do
ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 13 — Curva de degradagéo do corante vermelho de fenol (VF) nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6 horas ap6s o inicio
do ensaio. A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Através da analise de todas as figuras € possivel perceber que somente os corantes

pardo de bismarck Y e preto de eriocromo T apresentaram degradagao.
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Nota-se na Figura 10 que a degradac¢do do pardo de bismarck Y ocorreu dentro das 2
horas iniciais, mantendo-se estavel nas horas seguintes. Diferentemente dos outros corantes
azo aqui estudados (alaranjado de metila, chromotrope 2R e preto de eriocromo T), que
possuem apenas um grupamento (-N=N-), o pardo de bismarck Y possui dois grupamentos.
Isso talvez justifique a sua degradagdo, uma vez que a natureza dos substituintes presentes nos
anéis de benzeno do corante influencia a a¢do da enzima, e os grupos hidroxila (OH) e amino
(NH>) aumentam a degradacdo (SOARES, 2000; PERALTA-ZAMORA, 2007).

O preto de eriocromo T, assim como o pardo de bismarck Y, também foi descolorido
nas primeiras 2 horas de ensaio e manteve-se constante, Figura 11. Entretanto, pode-se
observar que o controle também sofreu uma leve alteracdo apos 4 horas, mesmo na auséncia
de lacase. Portanto, outro fator pode ter interferido na degrada¢do do corante nas horas
seguintes. Mesmo assim, pode-se dizer que a degrada¢do do corante nas 2 horas iniciais
ocorreu pela acao da lacase.

Os demais corantes estudados neste ensaio nio apresentaram degradagdo na presenga
do extrato enzimatico. Alguns fatores podem ter interferido na degradagao.

Os corantes ndo sao igualmente degradados por enzimas, uma vez que a degradagao
depende da estrutura quimica de cada corante, das condi¢des de degradagdo, como
concentragdo inicial de corante, e a presenga ou nao de mediadores. A concentracdo inicial do
corante ¢ um fator importante, a maioria dos estudos descritos na literatura utilizam uma faixa
de concentragdo de corantes que varia entre 50 e IOOOmg.L'1 (SOARES, 2000; OTTONI,
2012). Para este estudo utilizou-se a concentragdao inicial de corante de ZOOmg.L'1 ¢ nao
houve adi¢do de mediadores.

Forootanfar et al. (2012) avaliaram a degradacdo de corantes sintéticos (ponceau-S,
azul de metileno, vermelho congo, azul de bromofenol, azul brilhante de comassie, remazol
brilliant blue R (RBBR)) utilizando lacases de Aspergillus oryzae, Trametes versicolor e
Paraconiothyrium variabile. As solu¢des de corantes contendo lacase (16,7 U/mL) foram
incubadas em shaker, a 35°C e 120rpm, por 3 horas. A enzima de P. variabile foi a mais
eficiente, descolorindo azul de bromofenol (100%), azul brilhante de comassie (91%),
ponceau-S (56%), RBBR (47%), vermelho congo (18,5%) e azul de metileno (21,3%) apos 3h
de incubagdo na presenca de 1-hidroxibenzotriazol (HBT: 5mM) como mediador da lacase.
Observou-se também que a eficiéncia de degradagdo de todos os corantes aumentou com a
variagdo na concentracdo de HBT de 0,1mM para SmM. Lacase de 4. Oryzae foi capaz de
remover 53% de azul de metileno e 26% de RBBR apds 30 min de incubag@o na auséncia de

HBT, mas a enzima ndo conseguiu descolorir eficientemente outros corantes mesmo na
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presenga de SmM de HBT. No caso da lacase de 7. versicolor, apenas o RBBR foi
descolorido (93%) na auséncia de HBT apo6s 3h de incubagao.

Ha relatos na literatura de que corantes pertencentes a classe antraquinona sdo
substratos enzimaticos que sdo diretamente oxidados por lacase, enquanto a degradacdo de
corantes das classes azo e indigo envolve a presenga de mediadores (PERALTA-ZAMORA,
2003). Segundo Claus et al. (2002), o uso de mediadores melhora a taxa de degradagdo e
ainda amplia o espectro de atuagdo da enzima que passa a atuar sobre corantes inicialmente
resistentes a degradagdo enzimatica.

Ratanapongleka e Phetsom (2014) analisaram a capacidade da lacase bruta de Lentinus
polychrous em descolorir varios corantes com diferentes estruturas quimicas: azo (Reactive
Preto 5, Laranja Reativo 16, Verde Reativo 19, Alaranjado de metila), indigoide (Indigo
Carmim) e antraquindnico (Azul Acido 80, Azul Agua). Estes corantes foram testados a pH
5,0 e a degradagdo observada apos 120 minutos do inicio dos experimentos. O azul dcido 80 e
o Azul Agua foram descoloridos 85% e 30%, respectivamente. O Indigo Carmim foi
descolorido apenas 20%, enquanto que todos os corantes azo obtiveram menos de 10% de
degradagdo. Esses resultados indicam que a lacase bruta descolore corantes antraquindnicos
mais eficientemente do que outras classes de corantes. Entretanto, a degradagdo de corantes
das classes azo e indigdide pode ser aumentada com a adi¢do de mediadores.

A eficiéncia de degradacao foi expressa em termos de porcentagem de degradagao dos

corantes, para isso utilizou-se a Equacado 3, adaptada de Campos (2010).

~ Abs — Abs,
%descoloragio = ——<onirele. ~—corante 5 1()() 3)

Abscontrole

Onde Abs = absorbancia e controle = corante + tampao + extrato enzimdtico inativado.
Os resultados obtidos da eficiéncia de degradag¢ao de cada um dos corantes podem ser

observados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Eficiéncia de degradago dos corantes em estudo pela acdo do extrato enzimatico.
Corante Eficiéncia de Degradacdo (%)
Alaranjado de metila
Azul de metileno
Chromotrope 2R
Cristal violeta
Indigo carmim
Pardo de bismarck Y
Preto de eriocromo T
Safranina T
Vermelho de fenol

—To oo oo

N Wn
o oXN
o o

O resultado do estudo de degradacdo com extrato enzimatico ndo foi o esperado, uma
vez que sete dos nove corantes utilizados ndo apresentaram degradacdo. Entretanto, os
corantes que foram descoloridos, pardo de bismarck Y e preto de eriocromo T, obtiveram
bons resultados de degradacdo de 51,9% e 67,0%, respectivamente. Provavelmente a
concentracio da enzima lacase (46,86 + 0,7 ULL™") foi insuficiente e/ou as condi¢des do
ensaio, como a concentragio do corante (200mg.L™'), nio foram as melhores para a
degradagdo dos corantes em estudo. Além disso, a auséncia de mediadores pode ter interferido

no ensaio de degradacdo, principalmente para os corantes das classes azo e indigo.
5.3 ESTUDO DE DEGRADACAO EM AGAR

Um novo experimento foi realizado para avaliar a degradacdo de corantes pelo C.
subvermispora. Neste estudo de degradacdo o C. subvermispora foi inoculado em placas de
Petri contendo meio e corante, Figura 14. Esse tipo de cultivo de fungos em meio sélido tem
sido muito utilizado para avaliar o potencial ligninolitico ¢ de degradacdo de compostos

xenobidticos por basidiomicetos (MACHADO et al., 2006).

Figura 14 — Placas de Petri contendo meio sélido com corante nas concentragdes de 50mg.L™" ¢ 100mg.L™",
respectivamente. (a) VF = vermelho de fenol, ALM = alaranjado de metila, C2R = chromotrope 2R, IC = indigo
carmim; (b) ALM = alaranjado de metila, VF = vermelho de fenol, C2R = chromotrope 2R, IC = indigo carmim,
AZM = azul de metileno.

(b)
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Nas figuras que se seguem ¢ possivel observar visualmente a degradagdo de cada um

dos corantes, bem como as curvas de degradagdo obtidas através da leitura em

espectrofotometro apos os 15 dias de cultivo.

Analisando-se as Figuras 15 e 16 € possivel ver que houve o crescimento do fungo e
aparentemente a degradag@o do alaranjado de metila, em ambas as concentragdes. Entretanto,
ndo ha diferenga significativa entre as curvas de degradacdo apresentadas na Figura 17.
Esperava-se que houvesse um pico com uma absorbancia maior entre 400 ¢ 500nm para o

controle, uma vez que o ALM possui absor¢cdo nessa faixa de comprimento de onda.
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Possivelmente, o método utilizado para a remog¢ao de cor do meio agar ndo foi eficiente para o
corante ALM.

As curvas foram obtidas a partir de um método indireto de detecgdo de cor, uma vez
que se tratando de um meio sélido, certamente ha interferentes e erros associados, como o fato

de o 4gar também ter cor e o corante ndo ter se solubilizado totalmente no tampao.

Figura 17 — Curva de degradacdo do corante alaranjado de metila (ALM), apds 15 dias, nas concentragdes
50mg.L" ¢ 100mg.L™". A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Figura 18 — Degradagdo em meio solido do corante azul de metileno (AZM) na concentra¢do 50mg.L™".
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Figura 19 — Degradacdo em meio s6lido do corante azul de metileno (AZM) na concentragio 100mg. L™,
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Figura 20 — Curva de degradagio do corante azul de metileno (AZM), ap6s 15 dias, nas concentragdes 50mg. L™
¢ 100mg.L"". A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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Observando as Figuras 18 e 19, observa-se que ndo houve uma degradacao
significativa do azul de metileno na concentragio de 100mg.L"'. Provavelmente a
concentragdo de 100mg.L" de corante foi toxica, o suficiente para interferir no crescimento e
desenvolvimento do C. subvermispora. Entretanto, ¢ possivel observar o crescimento do
fungo e degradagio parcial do corante na concentragdo de 50mg.L™.

Como ndo foi feita a placa controle para a concentragio de 50mg.L™", a placa controle
de 100mg.L™" foi diluida duas vezes e utilizada como controle para a concentragio 50mg.L™".
De acordo com a Figura 20, observamos uma diferenca entre a curva controle e as placas
contendo 50mg.L"' de AZM inoculadas com C. subvermispora. As Figuras 20 e 18
evidenciam a degradacdo do azul de metileno na concentragio de 50mg.L” pelo C.

subvermispora.
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Figura 21 — Degradacdo em meio s6lido do corante chromotrope 2R (C2R) na concentragdo 50mg.L™".

Figura 23 — Curva de degradacdo do corante chromotrope 2R (C2R), apds 15 dias, nas concentragdes SOmg.L'1
e 100mg.L"'. A, B, C = triplicatas, &, = comprimento de onda (nm).
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Observando as Figuras 21 e 22, ¢ possivel visualizar a degradacdo do corante
chromotrope 2R em ambas as concentragdes utilizadas. Sendo que a degradacdo total do C2R
ocorreu no 7° e 12° dias, para as concentragdes de 50mg.L™" e 100mg.L™, respectivamente.

Analisando-se a Figura 23 percebe-se que ambas as curvas de degradacdo estdo de
acordo com o visualizado nas Figuras 21 e 22, confirmando a capacidade do fungo e suas

enzimas extracelulares em degradar o corante.

Figura 24 — Degradacdo em meio s6lido do corante indigo carmim (IC) na concentragio 50mg.L™".

Figura 25 — Degradacio em meio sélido do corante indigo carmim (IC) na concentragdo 100mg.L™".
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Figura 26 — Curva de degradagio do corante indigo carmim (IC), ap6s 15 dias, nas concentragdes 50mg.L™" e
100mg.L". A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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O corante indigo carmim na concentragio de 50mg.L™", Figuras 24, e na concentragio
de 100mgL™", Figura 25, foi totalmente degradado, inclusive na placa controle.
Provavelmente, as condi¢des de cultivo, a composi¢do do meio e até mesmo a incubagdo
favoreceram a degradagdo do corante. A Figura 26 apresenta a curva de degradagdo do IC nas
concentragdes de 50 e 100mg.L", as curvas das placas controles e das placas contendo os

fungos foram iguais.

Figura 27 — Degradacdo em meio sélido do corante vermelho de fenol (VF) na concentragdo 50mg.L".
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Figura 28 — Degradagio em meio sélido do corante vermelho de fenol (VF) na concentragio 100mg.L™".

Figura 29 — Curva de degradagio do corante vermelho fenol (VF), apds 15 dias, nas concentragdes S0mg.L™" ¢
100mg.L". A, B, C = triplicatas, A = comprimento de onda (nm).
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As Figuras 27 e 28 apresentam as placas contendo o corante vermelho fenol em
diferentes tempos de incubacio para as concentragdes S50mgL' e 100mgL”,
respectivamente. E possivel notar o crescimento do C. subvermispora e a degrada¢io do VF
em ambos os experimentos. As curvas de degradacgdo apresentadas na Figura 29 comprovam a
degradacao do vermelho de fenol em ambas as situagdes estudadas.

Os dados obtidos do espectro de varredura foram utilizados para calcular a

porcentagem de degradacao dos corantes. A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 5 — Eficiéncia de degradagio dos corantes em estudo em agar.

Eficiéncia de Degradacio (%)

Corante Ensaio com 50mg.L" Ensaio com 100mg.L"
Alaranjado de metila 0 0
Azul de metileno 423 0
Chromotrope 2R 67,6 80,6
Indigo carmim * *
Vermelho de fenol 67,3 68,4

*a degradacdo ndo foi considerada, pois o controle também apresentou degradacao.

O corante azul de metileno apresentou 42,3% de degradagdo, apenas na concentracio
de 50mg.L"". O chromotrope 2R foi o corante que obteve a maior degradagdo de 67,6% e
80,6%, para as concentragdes 50mg.L™" e 100mg.L", respectivamente. Ja o vermelho de fenol,
manteve uma eficiéncia de degradagao bem proxima para ambas as concentragdes, de 67,3% e
68,4%. O indigo carmim apresentou degradagdo, mas ndo foi possivel calcular sua eficiéncia
devido o controle também ter sido degradado.

O estudo de degradagdo em agar obteve um bom resultado para trés dos cinco corantes
estudados. Os resultados obtidos comprovam a capacidade do fungo C. subvermispora em
degradar corantes, provavelmente pela acdo de suas enzimas MnP e lacase.

O contato direto do microrganismo com o corante pode ter estimulado o mesmo a
produzir compostos mediadores naturais, ajudando as enzimas a degradar o corante. Outra
possivel hipotese pode estar ligada as condi¢des de ensaio, como a concentracdo inicial de
corante utilizada (50mg.L" ¢ 100mg.L™") ter sido, quatro e duas vezes, menor que a do estudo

utilizando extrato enzimatico (200mg.L™).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento de efluentes contendo corantes ¢ extremamente importante, uma vez que
tais compostos podem ser toxicos, causando grandes danos ao meio ambiente e a saude
humana. Uma alternativa promissora de tratamento ¢ a utilizagdo de microrganismos
produtores de enzimas oxidativas.

O fungo de podriddo branca Ceriporiopsis subvermispora mostrou-se capaz de
produzir enzimas ligninoliticas. Embora a enzima MnP nao tenha sido detectada, a presenga
de lacase foi observada, mesmo que em baixas concentragdes de atividade enzimatica.

O uso do extrato enzimatico para o estudo da degradag¢do dos corantes sintéticos nio
foi eficiente, uma vez que somente dois corantes apresentaram degradag¢do na presenga da
lacase. Enquanto que o estudo de degradagdo em agar mostrou-se mais eficaz na degradagao,
sendo que trés dos cinco corantes estudados apresentaram degradacdo. As diferentes
condigdes de cultivo ¢ de ensaio utilizadas em cada um dos estudos certamente interferiram
na degradagdo dos corantes escolhidos, garantindo uma maior eficiéncia ao estudo de
degradagao em agar.

O desempenho de C. subvermispora na degradagdo de diferentes corantes sintéticos
confirma o potencial desse fungo. O desenvolvimento de um processo baseado na degradagao
microbioldgica e enzimatica parece ser atraente devido ao potencial das enzimas ligninoliticas
em degradar corantes de estruturas quimicas diversas. Entretanto, para que essas enzimas
sejam aplicadas na remocdo de corantes de efluentes industriais, ¢ necessario mais estudos
para avaliar e encontrar as melhores condi¢des de cultivo e, consequentemente, otimizar o

processo de degradagao.
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