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RESUMO

O couro € um produto que tem uma crescente demanda mundial. O Brasil
possui 0 maior rebanho comercial bovino do mundo, sendo um dos principais
produtores e exportadores de couro a nivel mundial. Assim, esse setor € um dos
motores da economia do pais. No estado do Rio Grande do Sul, essa industria
tem particular importancia no desenvolvimento socioeconémico da regido. No
processo produtivo, a etapa de tingimento € importante para o acabamento do
produto, empregando-se uma variedade de corantes para conferir cor uniforme e
tonalidade de interesse aos artigos. No entanto, apenas uma porcentagem do
corante fixa-se no couro, e uma quantidade residual fica no efluente. Nos
ecossistemas, os corantes podem virar uma ameacga para o meio ambiente e a
saude humana. Os tratamentos fisicos e quimicos usuais desses efluentes séo
muitas vezes caros e complexos e tém limitacdes para o tratamento de certos
compostos que, algumas vezes, ndo sao totalmente removidos. Isso pode gerar
problemas ambientais posteriores. No presente estudo, foi avaliado o potencial de
fungos de podridao branca coletados na cidade de Santa Cruz do Sul, RS, para
descolorir corantes para couro. O isolado SC10, caracterizado morfologicamente
dentro do género Trametes, demonstrou a sua capacidade para produzir enzimas
ligninoliticas extracelulares e para descolorir quatro corantes em meio solido.
Numa avaliagdo secundaria em meio de cultura liquido, o isolado removeu 96,07
0,56%, 90,96 + 0,49%, 83,90 £ 0,57% e 95,88 + 0,61% dos corantes Azul 161,
Marrom 414, Preto 210 e Vermelho 357, respectivamente. Ensaios adicionais com
o corante Vermelho 357, realizados para elucidar os mecanismos de
descolorac&o, mostraram niveis notaveis de lacase durante o tratamento (2327,4 +
144,0 UL™"), o que sugere o envolvimento dessa enzima na remogdo do corante.
Contudo, o mecanismo de biossorcdo também esteve associado a descoloragao.
Avaliagdes do efeito das condigdes operacionais mediante métodos monovariaveis
demonstraram que os melhores rendimentos de descoloragdo obtiveram-se com
maior agitacdo, 150-200 rpm, menor concentracdo de corante, 100-300 mg L, e
na faixa de temperatura entre 25 a 30 C°. O pH ideal esteve na faixa de 4,5 a 5,5,
entretanto, um pH alcalino n&o influenciou nos rendimentos de descoloracdo. O
uso de um planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional
e a aplicagdo da Metodologia de Superficie de Resposta, confirmaram os efeitos
significativos da temperatura, da agitagao e da concentragéao inicial de corante. A
aplicacdo do ponto 6timo (25 °C, 100 mgL™ de corante, pH 4,5 e 200 rpm) permitiu
atingir 96,58 + 0,61% de descoloracdo e 2549,63 + 61,49 UL de atividade lacase.
Finalmente, o isolado SC10 foi identificado como Trametes villosa, mediante uma
analise molecular da regido ITS1-5.8S-ITS2. Esse fungo é considerado um bom
candidato para o tratamento de aguas residuais poluidas com corantes e banhos
de tingimento da industria coureira.
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ABSTRACT

Leather is a product with growing global demand. Brazil has the largest herd
in the world and is one of the leading manufacturers and exporters of leather in the
world. So this sector is an economic engine for this country. In State of Rio Grande
do Sul, this industry has particular importance in the socioeconomic development
of the region. Dyeing is an important step in leather manufacture process, in which
different classes of dyes are used to provide a uniform color and a variety of hues
in the product. However, many dyes suffer from incomplete exhaustion and a
portion does not get fixed to the leather and is discharged with the effluent, which
can become a threat to the environment and human health. Dye-containing
wastewater is regularly treated by chemical and physical-chemical treatment
processes but, due to the low biodegradability of dyes, these systems are usually
complex, increase costs and/or present limited applicability. Sometimes, the dyes
are not totally removed or degraded, which can lead to further environmental
problems. Hence in the present study, an attempt has been made to assess the
potential of native white-rot fungi, collected in Santa Cruz do Sul — RS, to
decolorize tannery dyes. An isolate, strain SC10, was identified as a member of
genus Trametes based on the morphological characteristics. In a first screening,
this strain showed their ability to produce extracellular ligninolytic enzymes and
decolorize four leather dyes in solid medium. In a secondary screening in liquid
culture, the isolated removed 96.07 + 0.56%, 90.96 + 0.49%, 83.90 + 0.57% and
95.88 + 0.61% of Acid Blue 161, Acid Brown 414, Acid Black 210 and Acid Red
357, respectively. Additional tests with Acid Red 357, conducted in order to
elucidate the mechanism involved in the dye decolorization process, showed
remarkable levels of laccase activity (2327.4 + 144.0 UL"), suggesting the
involvement of this enzyme on dye removal. However, the mechanism of
biosorption was also associated with the decolorization process. Assessments of
the effects of operating conditions, by single-variable method, indicated that the
higher decolorization was reached with initial dye concentration at 100-300 mgL™",
pH at 4.0-5.0, temperature at 25-30 °C and agitation speed at 150-200 rpm. These,
except initial pH, were all found to be important from dye removal. Actually, alkaline
pH values did not affect the decolorization. Additionally, these operational factors
were studied and optimized by using a Central Composite Design (CCD) and
Response Surface Methodology (RSM). The maximum decolorization of 96,58 +
0,61% and laccase activity of 2549,63 + 61,49 UL" were obtained at optimum
conditions: concentrations initial of dye 100 mgL™, pH 4,5, temperature 25 °C and
agitation 200 rpm. Further, the SC10 strain was identified as Trametes villosa
based on ITS2-ITS1-5.8S rDNA gene sequence analysis. This fungus is
considered a good candidate for the treatment of dye polluted wastewater from
leather industry.
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INTRODUCAO

Novas estratégias de sistemas bioldgicos estdo ganhando importancia no
tratamento de efluentes contendo corantes sintéticos. Nos ultimos anos, varios
estudos tém demonstrado que uma grande variedade de diferentes tipos de micro-
organismos, incluindo bactérias, fungos e algas, tem a capacidade de degradar
uma ampla gama de corantes industriais presentes nos efluentes (Ali, 2010; dos
Santos et al., 2007; Fu; Viraraghavan, 2001; Saratale et al., 2011). A pesquisa
biotecnoldgica tem se concentrado em um tipo de micro-organismo bastante
avaliado: os fungos de podriddo branca, que provaram o seu potencial para
degradar varios contaminantes recalcitrantes, incluindo diferentes tipos de
corantes azoicos, através de suas enzimas ligninoliticas oxidativas e n&o

especificas pelo substrato (Baccar et al., 2011; Kiiskinen et al., 2004).
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Essas enzimas produzidas por diversos tipos de micro-organismos,
especialmente os WRF, tém atraido a atencdo dos pesquisadores por suas
caracteristicas especiais, como a baixa especificidade pelo substrato, o fato de
nao requererem a adicdo ou a sintese de cofatores custosos e por serem
extracelulares, estaveis e induziveis (Enayatizamir et al., 2011; Park et al., 2007).

A capacidade de biotransformacao de corantes industriais por WRF, como
descoloragéo, biodegradacao enzimatica e mineralizagao, esta relacionada com a
produgado desse sistema de enzimas ligninoliticas. No entanto, os mecanismos de
biossorcdo e bioacumulagcdo também sio importantes na biotransformacao
(Kaushik; Malik, 2015). A pouca especificidade do sistema enzimatico extracelular
e a similaridade estrutural da lignina com a de algumas classes de corantes
sintéticos permite o uso dos WRF e suas enzimas extracelulares para degradar a
complexa estrutura aromatica dos corantes industriais (Ali, 2010; Rodriguez-
Couto, 2015; Wesenberg, 2003). Nas pesquisas disponiveis na literatura
envolvendo o uso de WRF no tratamento de efluentes com corantes industriais,
exploram-se quatro metodologias diferentes, entre as quais esta uso do micro-
organismo vivo em crescimento (livre ou encapsulado), o uso de células
microbianas mortas, 0 uso de extratos enzimaticos produzidos pelos micro-
organismos ou 0 uso das enzimas purificadas (Fu; Viraraghavan, 2001).

Uma das principais industrias que demanda o uso de corantes sintéticos é a
industria de couro. Trata-se de uma das industrias mais antigas do mundo,
reconhecida como tal desde o periodo entre 1795-1750 a.C., quando foi definido
oficialmente o salario dos curtidores no cddigo de Hammurabi (Covington, 2009).
Essa industria milenar, que possui, certamente, mais de 5000 anos de histéria,
tem destaque na economia global e, até agora, no século XXI, o couro é um
produto que tem uma crescente demanda mundial. A industria de couro tem
significativa importancia na economia brasileira devido ao fato de que o pais
possui 0 maior rebanho comercial bovino do mundo, estimado em 217,55 milhdes
de cabecgas, 18,29% do valor mundial, sendo um dos principais produtores e
exportadores de couro a nivel global (ABQTIC, 2014; FAO, 2013).
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Segundo a Secretaria Brasileira de Comeércio Exterior (SECEX), a produgéo
anual brasileira é de 44,5 milhdes de couros, movimentando US$ 3,5 bilhdes, com
310 plantas curtidoras, 2.800 industrias de componentes para couro e calgados e
120 fabricas de maquinas e equipamentos, empregando diretamente mais de
42.000 pessoas. Para o Rio Grande do Sul, estado que tem destaque tradicional
na producdo de couro, esse setor tem particular importancia histoérica no
desenvolvimento socioecondmico da regido (ABQTIC, 2014; CICB, 2013).

Do total de couros produzidos no Brasil em 2013, 7,6% correspondeu a
couros crust (semi-acabados) e 40,1% a couros acabados (ABQTIC, 2014). Esse
tipo de couro € submetido aos processos de tingimento, etapa importante da
cadeia produtiva na qual é conferida a cor e a tonalidade de interesse aos
produtos. Essa etapa € realizada em meio liquido, envolvendo grandes
quantidades de agua e diferentes tipos de corantes orgéanicos sintéticos, entre os
que se destacam os corantes acidos devido ao seu método de fixacéao,
principalmente no caso de tingimento de couro curtido ao cromo. Entre eles, os
corantes que possuem grupos cromoforos azo sdo o0s mais usados, ja que
atribuem maiores uniformidade e estabilidade a cor do produto final (Covington,
2009; Heidermann, 1993).

Algumas vezes, visando conferir as caracteristicas desejadas ao produto,
0s corantes sdo usados em excesso, para, assim, garantir uma maior fixagdo a
superficie do couro. Os corantes tém diferentes taxas de exaustdo e métodos de
fixacdo. Os problemas de difusdo e afinidade dos corantes a superficie do couro
sa0 responsaveis por apenas uma porcentagem do corante se fixar no produto,
ficando uma quantidade remanescente no efluente (Kanth et al., 2008; Puntener,
2000).

Quando esses efluentes sdo enviados aos ecossistemas aquaticos sem o
devido tratamento, os corantes em pequenas concentragdes podem interferir em
processos de fotossintese, afetar a difusdo de gases e reduzir-se a outros
compostos aromaticos que podem virar uma ameaca para 0 meio ambiente e a
saude humana, além do efeito visual desagradavel que produzem nas aguas
residuais (Rodriguez-Couto, 2013; Rodriguez-Couto, 2015; Taskin; Erdal, 2010).
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Na industria, existem varios métodos convencionais e avancados para a
remogao de corantes das aguas residuais. Estes incluem diversos processos
fisicos e quimicos como reducéo quimica, precipitagdo, coagulacéo e floculagéo,
decantagao, adsorg¢ao, intercambio ibnico, eletrodialise, osmose inversa, extragao
com solventes e separagao por membranas (Espantaledn et al., 2003; Khayet et
al., 2011; Martinez-Huitle; Brillas, 2009; Prato-Garcia et al., 2013; Rosales et al.,
2011). Estes processos sao muitas vezes caros e complexos, exigindo uma
grande quantidade de recursos, como materiais quimicos, agua e energia, e tém
limitagdes para o tratamento de certos compostos que algumas vezes n&o sao
totalmente removidos, o que pode gerar problemas ambientais posteriores (Baccar
et al., 2011; Martinez-Huitle; Brillas, 2009). Assim, o uso de WRF no tratamento de
efluentes com corantes industriais se converte em uma alternativa promissora
para substituir e/ou complementar os métodos convencionais e avangados. No
entanto, a maioria das pesquisas desenvolvidas para o tratamento de corantes
usando WRF esta focada em corantes e efluentes da industria téxtil. Sabendo que
os corantes para couro sao estruturalmente diferentes dos corantes téxteis, uma
vez que sao sintetizados para tingimento de diferentes tipos de texturas (fibras de
colageno e algodao), pesquisar e avaliar a capacidade desses fungos para
degradar corantes para couro, também € uma alternativa interessante.

Neste trabalho foi realizada uma coleta de varios fungos de podridao
branca, que foram isolados e avaliados mediante uma triagem primaria segundo a
sua capacidade de produzir enzimas ligninoliticas e degradar corantes para couro
em meio soélido. Um dos isolados destacou-se sobre os demais, pelo que foi
avaliado mediante uma triagem secundaria, segundo a sua capacidade de
remover os corantes para couro em meio liquido. Varios experimentos adicionais,
usando um dos corantes, foram realizados para analisar os mecanismos
envolvidos no processo de descoloracdo. Entre eles, incluem-se um estudo
monovariavel para avaliar o efeito das condicdes de operagcdo e um teste de
otimizagdo mediante um planejamento experimental e metodologia de superficie
de resposta. Finalmente, a identificagdo molecular mediante a analise das regides

ITS e 18S, permitiu saber a espécie do fungo.
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1.1. Objetivos da pesquisa

Este trabalho de dissertacdo de mestrado tem como objetivo principal
encontrar espécies nativas de micro-organismos, especialmente fungos de
podriddo branca, com capacidade de descolorar corantes para couro e, assim,
apresentar uma proposta alternativa para o tratamento de efluentes da etapa de
acabamento molhado produzidos em curtumes. Os objetivos especificos séao:

- Coletar e isolar basidiomicetos nativos com capacidade de produzir
enzimas ligninoliticas, avaliada mediante uma triagem em meio solido usando
compostos indicadores da atividade enzimatica;

- Avaliar o potencial dos isolados com a melhor capacidade de produzirem
enzimas ligninoliticas na triagem inicial, para descolorir diferentes corantes para
couro, tanto em meio sélido quanto liquido;

- Estudar e elucidar, mediante o uso de métodos analiticos, os mecanismos
envolvidos no processo de descoloragao, usando-se um dos corantes e o isolado
com os melhores rendimentos de descoloragao;

- Investigar e discutir, mediante o uso de metodologia monovariavel, o efeito
de diferentes variaveis operacionais, como temperatura, agitagdo, pH e
concentragao inicial de corante, no processo de descoloracao;

- Otimizar as variaveis operacionais por meio da execugcdo de um
planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional (CCD, do
inglés “Central Composite Rotational’) e a aplicagcédo da metodologia de superficie
de resposta (RSM, do inglés “Response Surface Methodology”), usando o corante
e o isolado com os melhores rendimentos de descoloragao;

- ldentificar molecularmente o isolado com os melhores rendimentos de

descoloracdo mediante uma analise das regides 18S e ITS.
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1.2. Histérico da linha de pesquisa

O Laboratoério de Estudos em Couro e Meio Ambiente (LACOURO), € um
grupo atuante no setor coureiro, desenvolvendo pesquisas que englobam a
otimizacdo do processo industrial, o tratamento de residuos e a minimizagao do
impacto ambiental. O grupo de tem firmado sua posigdo como nucleo de pesquisa
em couros do Brasil, o que Ihe concede um reconhecimento local e internacional.
O LACOURO tem uma forte linha de pesquisa relacionada as questdes ambientais
da industria de couro.

Embora este trabalho seja o primeiro dentro do grupo a estudar o uso de
micro-organismos no tratamento de corantes, varios trabalhos prévios forneceram
fundamentos tedricos a pesquisa. Nesses trabalhos foram estudadas estratégias
biotecnologicas aplicadas a produgédo limpa e ao tratamento de efluentes e
residuos(entre eles, efluentes de tingimento com corantes). Por outro lado,
trabalhos tedricos e praticos sobre o reuso de agua, substancias restritas na
producao de couro e estagdes de tratamento, também contribuiram ao estudo.

No contexto da aplicagdo de processos biotecnoldgicos para a produgao
limpa, podem ser destacados os trabalhos de Souza (2010) e Andrioli (2012), que
testaram a aplicacdo de enzimas para substituir o uso de produtos quimicos
agressivos ao meio ambiente nas operagdes de depilagado e caleiro. Os autores
Dettmer et al. (2012) estudaram a aplicagdo de enzimas de B. subtilis para essas
mesmas finalidades. Outros trabalhos avaliaram a capacidade de variadas
espécies de fungos para produzir substancias com interesse industrial, como
corantes (Fuck, 2014) e fungicidas (Fontoura, 2014).

Na parte de tratamento biolégico, podem-se destacar os trabalhos de
Agustine (2014), que avaliou o potencial de produzir biogas com alto teor de
metano a partir de ensaios de biodegradagdo com micro-organismos isolados de
lodos de aterro, e o trabalho de Quadros (2015), ainda em andamento, que estuda

o tratamento do chorume gerado nos curtumes.
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Na parte de tratamento de corantes para couro e efluentes com corantes,
destacam-se os trabalhos de Piccin et al., (2012), Piccin (2013) e Scaraffuni
(2015), que avaliaram o tratamento de corantes e efluentes de tingimento por
processos de adsor¢cao usando residuos de couro curtido ao cromo e couro
vegetal. Os autores estudaram a descoloragdo mediante processos de adsorgao
dos corantes para couro Acid Red 357 e Acid Black 210, que também sao
avaliados nesta pesquisa.

No tratamento de efluentes, Andrioli e Gutterres (2006) estudaram a
clarificagdo através da coagulagao/floculagdo utilizando taninos vegetais como
agente coagulante/floculante. Mella (2013) fez uma avaliagdo da remocgao de
Cr(lll) de banhos residuais de curtimento através das técnicas de precipitacao
quimica e eletrocoagulacéao.

Estudos tedricos nesse contexto também foram importantes, como o de
Cooper (2011), que descreveu as principais operag¢des unitarias aplicadas no
tratamento de efluentes de curtumes no estado do Rio Grande do Sul ou o
trabalho tedrico-pratico de Gutterres et al. (2015), que também contribuiu na
descricao dos tratamentos usados no estado, além da caracterizacdo dos
efluentes.

Em relagcdo ao reuso de aguas, Gutterres e Aquim (2013), esclareceram
que a implementacao destas técnicas requer o estabelecimento de guias, critérios,
padrdes e procedimentos para regular essa pratica. Testes bem sucedidos de
reuso foram feitos com aguas de banhos do processamento do couro nas etapas
de ribeira e curtimento (Gutterres et al., 2008; Gutterres et al., 2010).

Finalmente, os levantamentos tedricos sobre propostas de tecnologias
limpas e as que estdo sendo empregadas em curtumes do Rio Grande do Sul
(Aquim et al., 2010; Gutterres, 2004), e o trabalho que descreveu as substancias
de uso restrito em couro por questdes ambientais (Fuck; Gutterres, 2008), também

contribuiram significativamente no desenvolvimento da pesquisa.
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1.3. Estrutura da dissertagao

Esta dissertacdo de mestrado esta estruturada em capitulos, conforme:

Capitulo | — Introducéo: neste capitulo se faz uma breve introducéo sobre o
trabalho, estabelecem-se o0s objetivos, apresenta-se o histérico da linha de

pesquisa e a estrutura do trabalho.

Capitulo Il — Revisédo bibliografica: neste capitulo € fornecida uma base

tedrica dos temas abordados no trabalho de pesquisa.

Capitulo lll — Estado da Arte: neste capitulo se faz uma revisdo das
pesquisas disponiveis na literatura sobre o tratamento de corantes industriais por

fungos de podridao branca.

Capitulo IV — Materiais e Metodologia: neste capitulo descreve-se a

metodologia seguida no estudo para a obtengao dos resultados.

Capitulo V — Resultados e discussdo: neste capitulo apresentam-se e
discutem-se os principais resultados obtidos no desenvolvimento da pesquisa. O
capitulo esta estruturado em cinco secbes diferentes: coleta e isolamento dos
micro-organismos, triagem em meio sélido, estudos em meio liquido, otimizagéo

do processo e identificagdo molecular do isolado com os melhores resultados.

Capitulo VI — Conclusdes: neste capitulo sdo apresentadas as conclusodes e

as consideragdes finais para trabalhos futuros.




REVISAO BIBLIOGRAFICA

O objetivo deste capitulo é fornecer uma base teodrica dos temas abordados
no trabalho de pesquisa. Inicialmente é apresentando o processo de produgéo de
couro, dando principal importancia a etapa de acabamento molhado, aos corantes
usados, ao efluente produzido e as técnicas fisico-quimicas convencionais e
avangadas usadas para o tratamento destes efluentes. Em seguida, é fornecida
uma visdo geral das caracteristicas quimicas, moleculares e enzimaticas
associadas ao processo de degradagdo da madeira. Faz-se uma abordagem
sobre a composigcdo da madeira, destacando-se a lignina e seu processo de
biodegradacgdo, apresentando os micro-organismos envolvidos e dando especial
énfase aos fungos de podridao branca e seu sistema enzimatico com capacidade

de biotransformar a lignina.
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2.1. Transformacao da pele em couro

O processo de produgcdo de couro, de forma geral, estd baseado na
transformacédo de uma pele animal, um recurso natural renovavel, em artigos
manufaturados de primeira necessidade, bens duraveis e de lenta degradacao.
Entre esses produtos, encontram-se pecas de vestuario, calgado, estofamento de
veiculos, etc. A pele, verde ou salgada, € transformada em couro através de uma
série de operacgdes unitarias que visam a limpeza, a estabilizagdo e as qualidades
de acabamento do produto. O processamento divide-se em trés fases principais:

- Ribeira: € composta por operagdes em meio aquoso, nas quais as peles
sao lavadas e preparadas para o curtimento. Na lavagem, é feita a limpeza da
pele, removendo-se grande parte das impurezas, dos produtos quimicos e, em
geral, do material ndo colagenoso. Na preparacao da pele, sdo usadas operagdes
mecanicas para que a matriz de fibras colagénicas reaja adequadamente com os
produtos quimicos das etapas seguintes (curtimento e acabamento). As principais
operacdes desta etapa sao: remolho, depilacdo e caleiro, descarne e divisao,
desencalagem, purga e piquel (Covington, 2009; Dettmer, 2012).

- Curtimento: nesta fase, as peles sédo tratadas com agente de curtimento
que reage com a proteina da pele, deslocando a agua intercelular e combinando-
se com as fibras de colageno. O curtente estabiliza o material proteico, produzindo
um material resistente ao calor, a hidrélise e a degradagao microbiana. Os sais de
cromo sao os curtentes mais usados (curtimento mineral), embora os taninos
vegetais e sintéticos (curtimento organico) também sejam usados (Nazer et al.,
2006).

- Acabamento: esta parte do processo visa melhorar ou conferir as
caracteristicas definitivas do couro, como cor, firmeza, maciez e toque, atendendo
as especificagdbes do produto final, como resisténcia fisico-mecanica, fisico-
quimica e microbiolégica. Consiste em operag¢des de acabamento molhado (inclui
desacidulagdo, recurtimento, tingimento e engraxe), pré-acabamento (como o
amaciamento) e acabamento (como aplicagao de produtos poliméricos formadores

de filme sobre o couro) (Covington, 2009; Dettmer, 2012).
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2.2. Tingimento de couro

O tingimento tem o objetivo de conferir uma determinada coloragdo ao
couro. Esta etapa do acabamento molhado €& importante no processo de
fabricacdo, ja que a cor € uma das propriedades essenciais para que um
consumidor escolha e avalie o produto. Quase todos os couros sao tingidos, com
excegao de couros com curtimento vegetal ou alguns que s&o produzidos para ter

uma aparéncia natural.
2.2.1. Generalidades da etapa de tingimento

O tingimento é realizado no couro ja curtido e consiste na fixacdo de
moléculas de corantes organicos soluveis a rede de fibras da pele por atragcbes
eletrostaticas, com o objetivo de conferir uma cor uniforme em toda a espessura e
comprimento do produto. Assim, nivelam-se e corrigem-se defeitos no lado da flor
(parte externa), que afetam a qualidade do couro (Heidermann, 1993).

O couro é um produto natural com uma estrutura tridimensional complexa, e
tanto no interior quanto na superficie das fibras, ha variacbes de espessura e
densidade, além de outros fatores como a distribuicéo irregular das gorduras, os
defeitos de fabricagdo, como sulcos e dobras, e as imperfeigcdes naturais da pele,
como cicatrizes, doengas e rugas. Essa natureza heterogénea da matéria-prima
faz do couro um substrato dificil de tingir. Obter a intensidade e tonalidade
desejadas num produto tdo heterogéneo pode ser uma tarefa complicada (Kanth
et al., 2008). As mudancas na matriz dependem tanto da espécie, da raga, da
idade e do estado nutricional do animal, quanto do tipo de curtimento e dos
produtos usados nas etapas anteriores ao tingimento (Puntener, 2000). Portanto,
para atingir o objetivo de um tingimento uniforme e garantir o consumo maximo de
corantes, € necessario ter uma compreensdao completa dos parametros que
interferem no tingimento, como propriedades da pele curtida, natureza quimica
dos corantes e agentes auxiliares, afinidades relativas do corante e do substrato e
0os parametros do processo (volume de banho, pH, temperatura, produtos

auxiliares e tipo de aplicagao e fixagao).
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Esta etapa pode ser realizada de diversas formas, mas 0 mais comum em
curtumes € encontrar o tingimento sendo realizado em fulées com corantes
fornecidos em pod pelos fabricantes (Scaraffuni, 2015). A escolha do tipo de
corante também é essencial para obter a tonalidade desejada e o consumo

maximo do corante, evitando cargas residuais nos efluentes (Kanth et al., 2008).

2.2.2. Corantes

Os corantes sao, geralmente, moléculas orgéanicas sintetizadas de natureza
aromatica ou heterociclica. Sdo substancias soluveis em meio acido, neutro ou
basico, possuindo uma estrutura molecular ndo saturada, ou seja, sé&o
eletricamente instaveis. Os corantes tém a capacidade de conferir sua prépria cor
ao material sobre o qual se fixam.

Num curtume, os tipos de corantes usados dependem da gama de artigos
produzidos, que variam com as tendéncias da moda. Um curtume pode utilizar
entre 50 e 100 diferentes tipos de corantes (Selvi et al., 2013).

Os corantes sé&o classificados de duas maneiras diferentes: de acordo com
os grupos funcionais da sua estrutura quimica, ou conforme a sua forma de
aplicagao. A classificagdo segundo a estrutura quimica depende principalmente do
grupo cromoéforo, encarregado de dar a cor carateristica de cada corante. Os
principais grupos cromoéforos, em ordem de importancia, sdo: azo, carbonila,
ftalocianina, enxofre, etileno, nitro e nitroso (Christie, 2001; Hunger, 2003). Na
pratica, a classificagdo dos corantes segundo o método de aplicacédo €, sem
duvida, muito mais util do que a classificagdo quimica. Segundo a aplicacéo, os
corantes podem ser classificados em corantes acidos, de mordente, metalizados,
diretos, reativos, de cuba, dispersos e basicos (Christie, 2001; Hunger, 2003).

Para a classificagdo e nomenclatura dos corantes, com um enfoque mais
comercial e industrial, a referéncia global mais importante é o indice Internacional
de Corantes (C.I, do inglés “Colour Index International’), um banco de dados de
corantes e pigmentos da SDS (do inglés: “Society of Dyers and Colourists - UK”) e
da AATCC (do inglés: “American Association of Textile Chemists and Colorists”)
(Christie, 2001; Covington, 2009; Hunger, 2003).
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No entanto, o indice Internacional de Corantes, é praticamente uma lista de
corantes da industria téxtil, aparecendo apenas um capitulo com corantes para
couro, classificados em corantes acidos, de mordente, metalizados e diretos. Além
disso, varios corantes para couro ndo podem ser considerados no C.| devido a
incompatibilidade com os parametros de classificagao (Covington, 2009; Plntener,
2000). Os corantes para couro sao estruturalmente diferentes dos corantes téxteis,
uma vez que eles sao sintetizados para tingimento de diferentes tipos de texturas
(fibras de colageno e algodao). Contudo, na industria coureira é popular o uso de
corantes para la e algodao (Puntener, 2000). Entre os corantes desenvolvidos
exclusivamente para tingir couro, os mais usados s&o os corantes acidos,
principalmente para tingimento de couro curtido ao cromo. Eles s&o utilizados para
o tingimento em profundidade e tém uma ampla gama de cores, podendo oferecer
tonalidades vivas, profundas e brilhantes. Por terem carater anidnico, tém alta
afinidade com couros com carga catiénica e devem ser aplicados em meios acidos
devido a presencga do grupo sulfonato (Covington, 2009).

A estrutura dos principais grupos funcionais cromoéforos dos corantes e
algumas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 2.1 e na Tabela 2.2 sdo

apresentadas algumas caracteristicas dos corantes para couro.

Tabela 2.1. Principais grupos croméforos de corantes

Tipo de o
. Estrutur ar. ristica
cromégeno strutura Caracteristicas
_ Principal classe de corantes usados em tingimento de couro.
Azo N=N o . .
90% de corantes para couro é deste tipo
. Estes compostos possuem um grupo carbonilo. Os mais
Carbonila C=0 P ~ possu grup .
comuns séo alizarina, antraquinonas e indigos
. _ Estes corantes sao formados por um anel heterociclico
Ftalocianina C=NH . -
aromatico que confere uma estrutura bastante estavel
Estes produtos sao obtidos a partir da fusdo de grupos
Enxofre C=S P » P grup
fendis e enxofre
. Neste caso, os corantes possuem ligagoes duplas unindo os
Etilenos c=C p 1 '19a¢ P
anéis aromaticos
. . Ao invés de grupos azos, estes corantes possuem grupos
Nitro e Nitroso NO, N=0 grupos - p grup
aminos ligando os anéis aromaticos

Fonte: Adaptado de Covington (2009) e Heidermann (1993).
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Tabela 2.2. Principais caracteristicas dos corantes usados no tingimento de couro

Tipo de Estrutura . = Estabilidade . Tipo de
P Carga Modo de fixagcao A Grupo funcional Cor 1P
Corante Molecular aluz tingimento
Moléculas Anibnico (Alta . Ampla gama de
. . Fixa-se por S
relativamente afinidade por e S Antraquindnico, cores, oferecendo L
P acidificagao devido a ger . ; Tingimento em
Acidos pequenas. peles com Alta trimetilmetano, azo, tonalidades vivas, .
presenga de grupos : . profundidade
Geralmente carga nitro e nitroso profundas e
) - S sulfonato :
hidrofilicos catidnica) brilhantes
Moléculas maiores Fixam-se ao couro
~ . Usado geralmente —
. em comparagao - diretamente sem . S . Tingimento
Diretos Anibnico ) Baixa Azo e ftalocianinas para conferir cores .
com os corantes necessidade de superficial
. . " escuras
acidos e basicos auxiliares
Alto peso molecular. Reacéo entre o ion
Moléculas organicas metalico e grupos —
! . Tingimento em
. complexadas com Carga carboxila do colageno. - .
Metalizados - a s . = . Alta Azo Tons palidos e pastel profundidade e
metais em anibnica baixa | Sao considerados os .
- A : superficial
proporgao 1:1 ou corantes mais
1:2. “rapidos”
Produgéo do grupo
vinil-sulfonato in situ.
Azo, L L
N Carga Possuem um grupo S Gama limitada de Tingimento em
Reativos Alto peso molecular e . : : Alta antraquinonicos, ) o .
anidnica baixa funcional que liga L cores: tons palidos profundidade
N ftalocianina
covalentemente as
fibras do couro
Catibnicos ~ ”
Reacao eletrostatica
Moléculas com alguns entre grupos amino
s . locais tre grup . . Azo, trimetiimetano | Tonalidades vivas e Tingimento em
Basicos relativamente A catiénicos do corante Muito Baixa o : .
anidnicos. P e antraquinonico brilhantes profundidade
pequenas e grupos carboxilicos
Carga global S .
2 anibénicos do colageno
positiva

* Corantes pertencentes a outra classe também podem ser considerados como reativos.

Fonte: a informagao na tabela € uma revisdo dos trabalhos de Covington (2009), Heidermann (1993) e Hunger (2003).
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Por outro lado, de acordo com a classificagdo de corantes pelo grupo
funcional, os que tém o cromoforo azo, chamados de azoicos, sdo os mais usados
na industria de couro. Estima-se que entre 90 e 95% dos couros produzidos em
todo mundo s&o tingidos com esses corantes. Esse também é o tipo de corante
mais usado na industria coureira do Brasil (Fuck; Gutterres, 2008). Os corantes
azoicos caracterizam-se pela presenga de grupos funcionais tipo azo (-N=N-), que
podem estar em diferentes propor¢des (monoazo, diazo, triazo, poliazo), ligados
geralmente a radicais fenil e naftil, que, por sua vez, estdo ligados em diferentes
combinagdes a grupos funcionais, como amino (NHy), cloro (Cl), hidroxilo (OH),
metilo (CH3), nitro (NO3), acido sulfénico e sais de sédio (SOsNa). Esses grupos
funcionais ligam-se covalentemente a superficie do couro, conferindo alta
estabilidade e resisténcia a agentes oxidantes, que sdo as propriedades mais

importantes dos corantes (dos Santos et al., 2007; Rodriguez-Couto, 2015).

2.3. Efluentes de tingimento

O mercado internacional oferece mais de 10.000 diferentes corantes
comerciais. A quantidade exata de corantes sintéticos produzidos no mundo é
desconhecida, embora estimativas indiquem que a producéo supera as 800.000
toneladas por ano (Martinez-Huitle; Brillas, 2009; Rodriguez-Couto, 2015). Uma
parte desses corantes € usada no tingimento de couro. Os diversos tipos de
corantes tém diferentes taxas de exaustdo, o que pode trazer problemas de
obtencdo de tonalidade e nivelamento do couro. A principal razao para tal
comportamento € que, algumas vezes, a afinidade entre o substrato (couro) e os
corantes ndo é muito boa. Embora a utilizacdo de agentes auxiliares no tingimento
pode melhorar a fixagdo do corante a superficie do produto, uma quantidade de
corante ndo se fixa, ficando remanescente no efluente (Kanth et al., 2008). A
quantidade de corante que nao se fixa no couro também é desconhecida, ja que
isso depende de varios fatores como o tipo de corante, as caracteristicas da pele
curtida, as afinidades relativas do corante e do substrato e os parametros do

processo.
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A maioria das regulamentagdes dos governos sobre a quantidade de
corante que pode entrar nas estagdes de tratamento através dos efluentes,
estabelece que esse valor ndo possa ultrapassar 5% (m/v). Pra varios autores,
esses valores podem ser maiores. A maioria dos pesquisadores concorda que
uma quantidade razoavel do corante que nao se fixa ao couro varia entre 1 e 10%
(Martinez-Huitle; Brillas, 2009). Scaraffuni (2014) caracterizou diferentes efluentes
de tingimento de couro, e observou que a concentragao do corante Acid Red 357
remanente no efluente esteve entre 75 e 150 mgL™". Destaca-se que os corantes,
mesmo em baixa concentracdes (menos de 1 mgL”), ja contribuem
significativamente para a elevac&o da cor e o aumento da toxicidade dos efluentes
(Piccin, 2013). Devido as aplicagdes em escala industrial, essas concentragdes
podem ser muito maiores.

Varias citacbes na literatura fazem referéncia aos efeitos negativos
causados pelos corantes, especialmente os azoicos, quando sao descarregados
nas aguas residuais sem um tratamento adequado. Entre esses efeitos destacam-
se o passivo ambiental e os problemas que podem ser causados a saude humana.

Do ponto de vista ambiental, os principais problemas estao relacionados a
descarga de efluentes coloridos nos corpos de aguas doces, como rios e lagos,
impedindo a penetracao da luz solar em camadas mais profundas, o que diminui a
atividade fotossintética, e dificultando a difusdo de gases, especialmente o
oxigénio, gerando condicbes anaerdbicas que afetam a fauna e flora destes
ambientes. Por outro lado, a presenca de corantes nos corpos de aguam afeta o
pH, aumenta a DBO (Demanda bioldgica de oxigénio), a DQO (Demanda quimica
de oxigénio) e a toxicidade (Rodriguez-Couto, 2013; Rodriguez-Couto, 2015;
Taskin; Erdal, 2010).

Sobre os problemas causados a saude humana, varios autores fazem
referéncia a possibilidade de que as ligagdes azo dos corantes azoicos possam
reduzir-se a aminas aromaticas. Esses compostos tém efeitos altamente toxicos,
carcinogénicos e mutagénicos nos animais e nos seres humanos (Baccar et al.,
2011; Rodriguez-Couto, 2015). Esse tema causou uma grande comogao nos

ultimos anos.
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E por isso que, a fim de controlar a producdo e comercializacdo de
produtos quimicos com corantes, quase todas as nag¢des aplicaram severas leis
para estes produtos. Todos os novos corantes devem passar por testes ecolégicos
e toxicolégicos. Os principios de avaliagdo de risco de novos corantes sao
estabelecidos no Decreto 2002/61/CEE da Comissdo da Unido Europeia, e
incluem: identificagdo do perigo, avaliagao dose-resposta, avaliagdo da exposigao
no meio ambiente e caracterizagédo do risco (Puntener, 2000). De acordo com este
decreto, couros tingidos e materiais téxteis ndo devem conter nenhuma das 24
aminas aromaticas restritas no mercado (Fuck; Gutterres, 2008). Finalmente,
varios autores destacam o carater recalcitrante dos corantes, especialmente os
corantes azoicos, devido a que sdo desenhados para serem resistentes a luz e
aos agentes oxidantes, portanto, sdo dificeis de degradar uma vez solubilizados
em sistemas aquaticos (Baccar et al., 2011; Park et al., 2007). Desta forma, a
presenga de corantes, mesmo em baixa concentragao, justifica a necessidade de
tratamentos convencionais ou avangados, visando degradar os corantes e/ou
descolorir os efluentes. Por outro lado, é importante mencionar que o efluente da
etapa de tingimento, geralmente, € misturado com o de outras etapas do
acabamento molhado de couro. Esses efluentes contém, além de misturas de
diferentes corantes sintéticos, 6leos, recurtentes, surfactantes, acidos e bases,
que aumentam a toxicidade do efluente. O reuso direto destas aguas de
tingimento também nao é possivel na fabricagdo do couro, pois a presenca dos

corantes causaria um tingimento indesejavel no produto (Piccin, 2013).

2.4. Tratamento de Efluentes

De forma geral, no Brasil, os efluentes de curtume sdo tratados em ETEs
(Estacdes de Tratamento de Efluentes) que, geralmente, compreendem as fases
de pré-tratamento, separacdo fisico-mecanica, tratamentos fisico-quimicos, e
tratamento biologico. Na remogao de corantes nos efluentes do acabamento,
destacam-se o0s processos fisicos e quimicos como coagulagao, floculagdo e

decantagao.
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Esses métodos, apesar de serem eficientes para remover a carga organica,
podem ser incapazes de remover algumas substancias com maior capacidade
recalcitrante, especialmente surfactantes e corantes (Gutterres, et al, 2008;
Gutterres et al, 2015; Piccin, 2013). Entre os tratamentos biolégicos, o mais usado
é o de lodos ativados. Ele é aplicado depois dos tratamentos fisicos e quimicos e
consiste em um método de tratamento aerdbio no qual é usado um consércio
microbiano que realiza a biodegradacdo dos poluentes mediante processos
enzimaticos. O problema deste método é que muitos dessas substancias, como
compostos fendlicos, complexos metalicos, aminas e grupos azo, podem ser
toxicos para os micro-organismos presentes nas plantas de tratamento e, além
disso, podem ser formados outros derivados que continuam sendo toxicos para os
ecossistemas (Park et al, 2007; Piccin, 2013).

A adocdo de novas tecnologias "limpas" ndo € instantanea e, apesar das
restricoes, sado preferiveis as tecnologias mais rentaveis. No entanto, muitos
pesquisadores se preocupam cada vez mais em criar ou melhorar técnicas
avangadas na remogao de corantes em efluentes de curtumes. Alguns exemplos
sdo os processos de filtragdo por membranas (Brites-Alves; de Pinho, 2000),
ozonizagao (Preethi et al., 2009; Srinivasan et al., 2009), métodos eletroquimicos
(Rosales et al., 2011), fotocatalise (Paschoal et al., 2009), adsorgéo (Piccin, et al.,
2012), entre outros. Entretanto, esses processos sao muitas vezes caros e
complexos, exigindo uma grande quantidade de recursos (materiais quimicos,
agua, energia, etc.), e tém limitagbes para o tratamento de certos compostos que,
algumas vezes, ndo sao totalmente removidos, o que pode gerar problemas
ambientais posteriores (Baccar et al., 2011; Martinez-Huitle; Brillas, 2009)

Por isso, a busca de alternativas de tratamento é necessaria para encontrar
solugdes aos problemas ambientais causados por corantes industriais, entre eles
os corantes para couro. Como se mencionou antes, os fungos de podridao branca
tém um importante potencial para degradar varios tipos de corantes pela agcédo das
enzimas com capacidade de degradar a lignina que esta presente na madeira. A

seguir se apresenta revisao tedrica desse processo.
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2.5. Composigado da madeira: a lignina

As propriedades fisicas, quimicas e mecanicas da madeira fizeram deste
material uma das principais matérias-primas no mundo, usada em quase todos os
campos da atividade humana desde a antiguidade.

O termo madeira faz referéncia ao xilema secundario que se obtém a partir
das plantas vasculares, encontrado em gimnospermas, madeiras brandas e
angiospermas, madeiras duras (Fujita; Harada, 2001). A madeira esta constituida
por um tecido fibroso de células com parede celular que se caracterizam por
serem estruturas bastante complexas e semirrigidas, compostas por trés
sustancias poliméricas naturais: celulose, hemicelulose e lignina. A Figura 2.1
proporciona uma representagdo comum da organizagdo da ultraestrutura da
parede celular das células da madeira, formada pela lamela média (uma camada
fina que une as células em conjunto para formar um tecido), a parede primaria (a
primeira camada depositada pela célula viva, onde as fibrilas estdo orientadas
aleatoriamente dentro de uma matriz que consiste em substancias peptidicas e
xiloglucano) e a parede secundaria (onde as microfibrilas de celulose estéo
organizadas paralelamente em lamelas, formando as camadas S1, S2 e S3)
(Fengel; Wegener, 1989; Kirk; Cullen, 1998).

<«— Diregaodas fibras —

SE 5 Microfibrilas de
P primaria celulose

Lamela

. Matriz
média Hemicelulose

de lignina

Figura 2.1. llustragdo esquematica da arquitetura molecular do tecido de madeira: a) Esquema da
relagao de células contiguas; b) Vista em corte das camadas da parede celular; ¢) Esquema da
relagdo lignina-hemicelulose-celulose na parede secundaria. O didametro de cada uma das células
€ de aproximadamente 25 um. S1-S3 sdo as camadas da parede celular secundaria
Fonte: adaptado de Kirk e Cullen (1998).
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- A celulose: trata-se do componente principal da madeira, encarregada de
determinar a morfologia basica das paredes celulares. Compreende entre 40-50%
do peso da madeira e constitui-se de unidades de D-glucose unidas por ligagdes
glicosidicas B (1— 4), formando longas cadeias lineares que unem-se entre si por
pontes de hidrogénio e forcas de Vander Waals, constituindo microfibrilas de
celulose (Fengel;, Wegener, 1984; Fujita; Harada, 2001; Kirk; Cullen, 1998). A
estrutura da celulose é bastante complexa. O monémero base € muito simples
(Fig. 2.2), no entanto, cada molécula de celulose possui um numero indefinido de
unidades de celobiose (composto por duas moléculas de glicose). Cada
microfibrila de celulose contém cerca de 40 moléculas de celulose individuais.
Assim, a celulose forma uma estrutura complexa e altamente ordenada com
natureza cristalina. As microfibrilas estdo dispostas em lamelas que estdo no
plano da parede da célula. A maior quantidade de celulose concentra-se

fundamentalmente na camada S2 da parede secundaria (Kirk; Cullen, 1998).

w%w%

L Unidade de celobiose

Figura 2.2. Estrutura quimica da celulose
Fonte: adaptado de Fengel e Wegener (1989).

- As hemiceluloses ou polioses constituem entre 25 a 30% do peso da
madeira. Tal como a celulose, as hemiceluloses sdo polimeros lineares de
monossacarideos unidos por ligagbes glicosidicas B (1— 4) ou raramente 3 (1—
3) (Kirk; Cullen, 1998). As polioses diferem estruturalmente da celulose na
medida em que tém menor peso molecular, cadeias muito mais curtas e possuem
ramificacdes diferentes tais como acgucares, acidos de agucar e ésteres de acetila,
que se unem lateralmente a cadeia principal, tornando a estrutura nao cristalina
(Fengel; Wegener, 1989; Kirk; Cullen, 1998). Entre os agucares que compdem as
hemiceluloses encontram-se hexoses (D-glicose, D-manose e D-galactose) e
pentoses (D-xilose e L-arabinose) (Betts et al., 1991; Fengel; Wegener, 1989).
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- A lignina é uma complexa macromolécula derivada de unidades
fenilpropandides (CesC3) com alto peso molecular, encarregada de dar rigidez e
suporte a parede celular das células que formam o tecido fibroso da madeira.
Encontra-se em todas as plantas vasculares, Pteridofitas e as Espermatdfitas,
constituindo uma das mais abundantes substancias organicas do planeta (Dean;
Eriksson, 1992; Fengel; Wegener, 1989; Ralph et al., 2004). Além das fungdes de
protecao, a lignina ajuda em outras fungdes basicas das plantas superiores que

sao presentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Fungdes da lignina em plantas

Fungio Referéncia
Rigidez e suporte as células da parede Dean e Eriksson (1992); Fengel e
celular Wegener (1989); Higuchi (1997)
Agente de ligacao er)tre as células da Betts et al. (1991)
madeira
Resisténcia ao estresse mecanico: protegao Betts et al. (1991); Boerjan et al. (2003);
a impactos, compressoes e deformagoes Dean e Eriksson (1992); Higuchi (1997)
Resisténcia a estresses bioquimicos e Betts et al. (1991); Dean e Eriksson
patdgenos (1992); Higuchi (1997)
Transporte interno de agua, nutrientes e Betts et al. (1991); Boerjan et al. (2003);
metabdlitos Higuchi (1997)

Ao contrario de outros macropolimeros, como amido ou celulose, que séo
lineares e com uma unidade monomeérica que se repete regularmente, a lignina
tem uma estrutura tridimensional aleatéria e ndo apresenta uma unidade de
repeticao tipica (Betts et al., 1991).

O processo de lignificagdo consta de uma etapa enzimatica e uma quimica.
A biossintese se produz a partir da fenilalanina, seguindo a via bioquimica dos
acidos cindmicos: 0 processo comega com a sintese enzimatica dos precursores
da lignina, os monoligndis (Fig. 2.3): alcool p-cumarilico (4-hidréxicinamilico),
alcool coniferilico (4-hidroxi-3-metoxicinamilico) e alcool sinapilico (4-hidroxi-3,5-
dimetdxicinamilico), que s&o desidrogenados por lacases e/ou peroxidases,
formando os radicais livres fenoxilicos 4-hidroxifenilo (unidade de lignina H, p-
hidroxifenila), guaiacila (unidade de lignina G) e siringila (unidade de lignina S)
(Fig. 2.4) (Boerjan et al., 2003; Ralph et al., 2004).
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44

OCHs OCH;

Figura 2.3. Estrutura quimica dos monoligndis, precursores da lignina: a) Alcool p-
cumarilico; b) Alcool coniferilico; ¢) Alcool sinapilico
Fonte: adaptado de Higuchi (1997) e Ralph et al. (2001).

B

OCHj3 OCHjs

Figura 2.4. Estrutura quimica das unidades aromaticas da lignina: a) Unidade de lignina
(H): p-hidroxifenila; b) Unidade lignina (G): Guaiacila; ¢) Unidade de lignina (S): Siringila
Fonte: adaptado de Ralph et al. (2001).

Apos 0 mecanismo enzimatico, ocorre um processo de reagdo quimica
chamado de “acoplamento aleat6rio”, onde as unidades aromaticas da lignina
reagem “aleatoriamente” entre sim, formando uma variedade de compostos
ressonantes. O processo nao € estatisticamente aleatério, uma vez que os
processos quimicos que resultam em mais do que um produto estao influenciados
pela natureza dos reagentes, pelo acoplamento da matriz e pelas condigbes
fisicas do solvente (temperatura, pressao, etc.), mas é totalmente "combinatério”,
ou seja, todos os modos de acoplamento possiveis estdo disponiveis, mas nao
sdo igualmente provaveis (Arora; Sharma, 2010; Boerjan et al., 2003; Ralph et al.,
2004). Assim, a irregularidade da macromolécula de lignina radica na expressao
diferencial das enzimas que intervierem na via dos acidos cinamicos e das
reagdes quimicas aleatorias. Independentemente do processo de lignificagédo, a
composigao da lignina varia com o tipo de planta, tipo de células e lugar na célula

onde séo sintetizados (parede ou lamela média) (Boerjan et al., 2003).
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A lignina pode ser classificada segundo as unidades aromaticas que
compdem o macropolimero. Assim, embora existam excec¢des, as gimnospermas
(madeiras moles) estdo formadas principalmente por unidades de lignina G,
enquanto as angiospermas (madeiras duras) sintetizam-se a partir dos alcoois
coniferilico e sinapilico, produzindo unidades de lignina tipo G e S
respectivamente. A lignina das gramineas esta formada por unidades G-S-H.
(Boerjan et al., 2003).

Por outro lado, além do tipo de unidades aromaticas, o tipo de ligagdes
entre os mondmeros de lignina também muda consideravelmente. Essas ligagbes
sdo muito estaveis e ndo hidrolisaveis. Destacam-se as ligagdes tipo éter entre um
atomo de carbono da cadeia lateral de propano de um monémero e um atomo de
carbono do anel de benzeno de outra unidade fenilpropandide (ligacdes aril-alquil-
éter ou B-O-4).

As ligagdes carbono-carbono que ocorrem principalmente entre os nucleos
aromaticos e as cadeias laterais sdo menos frequentes (Arora; Sharma, 2010;
Betts et al., 1991; Boerjan et al., 2003). Esse tipo de unido entre os monémeros de
lignina atribui as caracteristicas de recalcitrancia a macroestrutura da molécula,
sendo alguns mais rigidos que outros. Por exemplo, a ligacdo B-O-4 é o mais
facilmente clivada quimicamente, fornecendo uma base para processos industriais
como polpacao e branqueamento quimico.

As outras ligagbes como fenilcoumaran (B-5), bifenilo (5-5), bifenil-éter (5-O-
4), sdo mais resistentes a degradagao quimica (Boerjan et al., 2003). As principais

ligacdes entre as unidades monoméricas da lignina sdo mostradas na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Estrutura quimica das principais ligagdes entre monémeros de lignina: a) Ligagao B-O-
4 aril-alquil-éter; b) Ligacao a-O-4: aril-aril-éter; c) Ligacao B-5: fenilcoumaran; d) Ligagao 5-
5:bifenilo; e) Ligagao 1.2: diarilpropano; f) Ligagao 5-O-4: bifenil-éter
Fonte: adaptado de Betts et al. (1991) e Boerjan et al. (2003).

Todas essas caracteristicas fazem com que a lignina seja um composto
bastante complexo, com alto peso molecular, heterogéneo e recalcitrante. Até
agora ndo se conhece com exatiddo a ultraestrutura exata da lignina, existindo
unicamente modelos estruturais. Um dos mais divulgados e aceitos é o modelo de

Adler (1977), mostrado na Figura 2.6.
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Figura 2.6. Estrutura quimica da lignina segundo o modelo de Adler (1977)
Fonte: adaptado de Arora e Sharma (2010).

2.6. Biodegradacao da madeira: lignindlise

A decomposicdo da madeira esta associada ao processo de nutricdo de

varios tipos de micro-organismos, entre os que se destacam as bactérias

(actinomicetos) e os fungos (ascomicetos e basidiomicetos). A forma como estes

micro-organismos alcangam os nutrientes depende da anatomia, da composigcao

quimica das suas paredes celulares, além da classe de lignina das paredes

celulares dos diferentes tipos de madeira (Blanchette, 1995; Eriksson et al., 1990;

Hatakka, 2005).

Desde o ponto de vista quimico e morfolégico, cada tipo de micro-

organismo causa diferentes formas de degradacédo, mas destacam-se os fungos

como os principais “consumidores” da madeira. Sua organizagao estrutural em

forma de hifas esta relacionada com a eficiéncia destas espécies para penetrar e

degradar a madeira (Arora; Sharma, 2010).
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Os fungos que biodegradam a madeira sdo classificados em trés categorias
principais segundo o modo de decomposicdo e a cor que deixam na madeira
apodrecida: fungos da podriddo branda/mole, fungos da podridao
marrom/castanha e fungos da podridao branca (Arora; Sharma, 2010; Blanchette,
1995; Eriksson, 2010).

2.6.1. Fungos de podriddo branda ou mole

Os principais fungos que causam a podriddo branda ou mole da madeira,
conhecidos como SFR (do inglés “soft-rot fungi”), pertencem aos filos Ascomycota
e Deuteromycota (fungos imperfeitos), entre eles as espécies Cadophora
malorum, Daldinia concentrica, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e
Penicillium chrysogenum (Blanchette et al., 2004; Hamed, 2013; Nilsson; Daniel,
1989; Rodriguez et al., 1996). Na natureza é comum achar estes fungos
deteriorando a madeira que se encontra perto do solo e em meios aquaticos. A
madeira em decomposi¢cao adquire uma aparéncia marrom € o tecido parece mais
macio e fragmentado. Estes fungos podem tolerar diferentes condigcdes de
temperatura, de umidade e de pH, e sdo particularmente ativos em condi¢cdes que
desestimulam a atividade dos fungos da podriddo marrom e fungos da podridao
branca (Hamed, 2013; Rodriguez et al., 1996).

Os SFR tém preferéncia por degradar celulose e hemicelulose, mas nao
tem o potencial oxidativo suficiente para atacar a lignina guaiacila (G), bastante
recalcitrante, s6 conseguindo oxidar e mineralizar a unidade de lignina siringila (S)
(Arora; Sharma, 2010; Hamed, 2013; Nilsson; Daniel, 1989). Para atacar a
madeira, os SFR produzem cavidades na parede secundaria da célula seguindo a
orientagdo microfibrilar da celulose (tipo de ataque 1) e outros causam erosao das
camadas da parede celular ao redor das hifas que estdo crescendo no lumen da
célula (tipo de ataque 2). A lamela media permanece intacta (Blanchette et al.,
2004; Hamed, 2013).
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2.6.2. Fungos de podriddo parda ou castanha

Conhecidos como BRF, em inglés “brown-rot fungi’, sédo fungos que fazem
parte da classe Basidiomycota. Entre os basidiomicetos que degradam a madeira,
podem-se encontrar dois grandes grupos: os fungos da podriddo parda ou
castanha e os fungos da podriddao branca. Estes dois grupos estdo bastante
relacionados taxonomicamente, podendo até pertencer ao mesmo género. Os
BRF degradam preferentemente os polissacarideos da madeira (celulose e
hemicelulose), mas também modificam a lignina de forma limitada (Blanchette,
1995; Eriksson et al., 1990; Hatakka, 2005). A madeira degradada pelos BRF
caracteriza-se por ser despedagada em pedagos cubicos frageis que resultam da
fragmentagdo no sentido transversal das fibras. Ao descompor e remover a
celulose e hemicelulose, os BRF deixam um pd castanho escuro que indica a
lignina que foi modificada, mas nao degradada (Blanchette, 1995; Hatakka, 2005).

Andlises bioquimicas dos residuos de lignina deixados pelos BRF mostram
que o conteudo de compostos metoxila € consideravelmente menor, mas novos
grupos hidroxifendlicas sdo formandos a partir da demetilacdo de grupos metoxila.
Assim, sao gerados novos residuos de lignina com menor peso molecular, mas a
lignina ndo € despolimerizada (Blanchette, 1995; Jin et al., 1990).

O ataque de decomposi¢gao comega quando as hifas dos fungos penetram
entre as células através dos poros existentes nas paredes celulares da madeira. A
penetragao inicia no lumen da célula, onde as hifas estdo em estreito contato com
a camada S3 da madeira, e termina na camada S2 da parede celular, tendo
preferéncia pelas camadas que tém menos conteudo de lignina (Eriksson et al.,
1990; Hatakka, 2005). Algumas das espécies mais estudadas dentro do grupo dos
BRF sao Gloeophyllum trabeum, Coniophora puteana, Serpula lacrymans,
Meruliporia incrassata e Postia placenta (Blanchette, 1995; Hatakka, 2005).

O outro grande grupo dos basidiomicetos que degradam a madeira séo os
fungos de podridao branca. Devido a importancia destes fungos na degradagao da

lignina e no ciclo bioquimico do carbono, serdo abordados na proxima segéo.
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2.7. Fungos de podridao branca

Os fungos de podriddo branca, chamados de WRF (do inglés “white-rot
fungr’), s&o o maior e mais efetivo grupo de organismos que degradam compostos
lignoceluldsicos. Eles caracterizam-se pela aparéncia esbranquigada que deixam
na madeira que esta sendo descomposta. Até agora, estes sdo o0s unicos
organismos reportados com capacidade de despolimerizar e mineralizar
completamente a lignina em CO, e H,O: lignindlise (Boyle et al., 1992; Kirk;
Cullen, 1998).

A degradagao tem o objetivo de alcangar os polissacarideos da madeira
(celulose e hemicelulose), principal fonte de energia. A madeira contém entre 20-
30% de lignina, o que faz que este macropolimero seja a sustancia aromatica mais
abundante na terra, e provavelmente a mais recalcitrante (Hammel, 1997; Kirk;
Farrell, 1987; Tuomela, 2000). Por isso, a degradacéo e reciclagem da lignina é
um evento essencial para o ciclo do carbono nos ecossistemas terrestres (Fig.
2.7). A participagcdo dos WRF na decomposi¢cdo e ciclos biogeoquimicos da
biomassa lignocelulésica € essencial para o saudavel funcionamento dos
ecossistemas (Blanchette, 1995; Hammel, 1997; Tuomela, 2000).

Os fungos de podridao branca s&do um grupo de micro-organismos bastante
heterogéneo. Eles tém a capacidade de degradar todos os componentes da
madeira, mas diferentes espécies variam consideravelmente na forma, ordem e
taxa em que atacam estes componentes. A proporcdo de
lignina/celulose/hemicelulose na madeira que estd sendo deteriorada por um
mesmo fungo pode variar enormemente até dentro do mesmo substrato.
(Blanchette, 1995; Eriksson et al., 1990). Geralmente, estes fungos sdo achados
degradando a madeira de arvores de madeira branda (gimnospermas), com menor
conteudo de lignina e maior de celulose e hemicelulose, mas também podem
degradar a madeira dura (angiospermas), com maiores porcentagens de lignina.
Geralmente na natureza, eles tém preferéncia pelas unidades de lignina siringila
(S), que sao menos resistentes do que as unidades de lignina guaiacila (G)
(Blanchette, 1995; Eriksson et al., 1990, 2010; Hatakka, 2005).
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Figura 2.7. Ciclo global do carbono (compostos lignocelulésicos)
Fonte: adaptado de Tuomela (2000).

2.7.1. Mecanismos de biodegradagéo da lignina dos fungos da podriddo branca

As diferengas macroscoépicas e microscopicas que adquire a madeira
degradada devem-se aos diferentes mecanismos que estes fungos utilizam para
degradar a lignina:

- Mecanismo né&o seletivo ou simultaneo: Este € o mecanismo mais comum
dos WRF para atacar a madeira. As hifas fungicas penetram no lumen e
atravessam entre uma célula e outra através de perfuragdes naturais na estrutura
da parede celular. Uma vez colonizado o lumen das células, os fungos produzem
a erosao ou escamacdao da parede celular e sao removidos todos seus
componentes ao mesmo tempo e na mesma proporgado em que se encontram na
célula. O tipo de madeira que esta sendo deteriorado tem bastante influéncia na
ordem em que a lignina, celulose e hemiceluloses sdo degradadas (Blanchette,
1995; Eriksson et al., 1990, 2010; Hatakka, 2005).
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O mecanismo consiste na producdo de enzimas e metabdlitos
extracelulares nas hifas que estdo na parede celular, em direcdo lumen-lamela
meédia. Assim, formam-se areas com buracos cheios de micélio que se tornam
progressivamente maiores até que a parede da célula é destruida completamente
(Fig. 2.8a). Algumas das espécies mais estudadas que causam a degradagao nao
seletiva na podriddo branca da madeira sdo Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium e Phellinus pini (Blanchette, 1995; Eriksson et al., 1990; Eriksson,
2010).

- Mecanismo seletivo: este outro mecanismo de degradagcédo € menos
comum, mas mais interessante por suas possiveis aplicagdes biotecnoldgicas.
Trata-se de um mecanismo seletivo onde sao degradadas a lignina e as
hemiceluloses, mas nédo se degrada a celulose das camadas da parede celular
(Fig. 2.8b). Neste caso, a lignina é degradada na parede celular e na parede
secundaria das células, mas ndo existem zonas de lise ou erosdes, portanto a
natureza cristalina da celulose néo € destruida. Algumas espécies que degradam
seletivamente a lignina na podriddo branca da madeira sao: Ceriporiopsis
subvermispora, Pleurotus ostreatus e Phellinus pini (Blanchette, 1995; Eriksson,
2010; Hatakka, 2005).

's?\
. §= \
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Figura 2.8. Tipos de ataque dos WRF a lignina: a) Ataque simultadneo em todos os
componentes de madeira por Phanerochaete chrysosporium; b) Ataque seletivo para lignina por
Phellinus pinho

Fonte: adaptado de Eriksson (2010).
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Apesar de alguns fungos da podriddo branca degradarem seletivamente a

lignina ou simultaneamente todos os componentes da madeira, existem varios

exemplos onde um fungo produz os dois tipos de ataque no mesmo substrato.

Entre estas espécies estdo Ganoderma applanatum, Ganoderma tsugae,

Heterobasidion annosum, entre outros (Blanchette, 1995; Eriksson, 2010).

Na Tabela 2.4 apresenta-se um resumo comparativo das principais

caracteristicas quimicas e anatdémicas dos fungos causadores da degradagao da

madeira em relagdo a lignina.

Tabela 2.4. Fungos degradadores da lignina: caracteristicas quimicas e anatémicas

Caracteristica

Fungos de podridao branca (WRF)

Fungos de podridao
pardo-castanha
(BRF)

Fungos de podridao
branda-mole (SFR)

Classificagcao

Basidiomicetos

Basidiomicetos

Ascomicetos ou
Deuteromicetos

Aspecto e
consisténcia
da madeira em
decaimento

Aparéncia esbranquigada, de cor mais
clara do que a madeira sélida, umida,
macia e esponjosa. Perda de
resisténcia apds a deterioragao

Aparéncia seca,
quebradiga.
Formagao de um pé
castanho. Perda
drastica de forga na

Cor marrom e
consisténcia
quebradica em
ambientes secos e
macia em ambientes

avancada fase inicial de i
o Uumidos
decomposicao
Mecanismo de Degradacao Deslignificagao e .
) R . Modificacédo Degradagéo limitada
ataque simultanea seletiva ¢ 9 ¢
. . . Geralmente madeiras
Madeiras duras Madeiras macias
. . . - duras. Encontram-se
Tipos de (angiospermas), Madeiras (gimnospermas). .
. ; ! em ambientes
madeira raras vezes macias e duras | raras vezes madeiras o :
- . aquaticos e residuos
madeiras macias duras )
vegetais
o Ataque inicial Celulose
Constituintes Celulose, q ; ’ Celulose e
. seletivo para hemiceluloses. A . i
degradados da hemicelulose e , Lo hemicelulose, lignina
s hemiceluloses e | lignina é ligeiramente | .~ .
parede celular lignina ligeiramente alterada

lignina

modificada

Parede celular

atacada Degradacéo da

Forma de roqressivamente a lignina na Degradacgao por Cavidades cilindricas
ataque P grtir do lumen lamela média e difuséo (longe das na parede (tipo 1).
a P = na parede hifas). Erosdes (tipo 2)
Sulcos de eroséao .
\ N secundaria.
associado as hifas
Micro- Ganoderma, ) ) Chaetomium,
organismos Trametes, Irpex e Coniophora, Postia :
Pleurotus e ; Paecilomyces,
causadores Phanerochaete Phlebia Poria, Polyporus Fusarium

Género (e.g.)

Fonte: adaptado de Martinez et al. (2005) e Tuomela (2000).
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2.7.2. Metabolismo dos fungos de podridéo branca: catabolismo da lignina

Embora a lignina seja um material rico em carbono e uma potencial fonte de
energia para o metabolismo dos micro-organismos, até agora nao foi possivel
demonstrar que possa servir como a unica fonte de carbono e energia para
qualquer micro-organismo conhecido. Para que a biodegradacéo da lignina tenha
lugar, os fungos de podriddo branca requerem outra fonte alternativa de carbono,
mais facilmente utilizavel e que favorega o 6timo crescimento do micro-organismo
(Eriksson, 2010; Kirk; Farrell, 1987).

Nos ultimos 30 anos, varios micro-organismos tém sido amplamente
estudados para tentar entender o sistema bioquimico envolvido na biodegradagéo
da lignina dos WRF. Entre eles, duas espécies destacam-se pela quantidade de
pesquisas dedicadas a entender seu metabolismo. Eles sao Phanerochaete
chrysosporium e Trametes versicolor e, até agora, sdo os modelos seguidos para
explicar o mecanismo, fisiologia, enzimologia e biologia molecular do sistema
ligninolitico dos WRF (Eriksson, 2010; Hattori; Shimada, 2001; Tuomela, 2000).
Nestes fungos e na maioria dos WRF, a degradacéo da lignina se inicia apenas
durante o metabolismo secundario e €& desencadeado principalmente pela
auséncia de alguns nutrientes como carbono, nitrogénio ou enxofre (Eriksson,
2010; Kirk; Farrell, 1987; Tuomela, 2000). No entanto, ha também exemplos de
outros WRF que ndo sédo tao fortemente regulados pela privacdo de nitrogénio.
Para Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor, um elevado teor de
nitrogénio reprime a degradacéo da lignina (**C-lignina — '*C0O,), enquanto outros
WRF podem ser encontrados crescendo na madeira em ambientes ricos em
nitrogénio (Eriksson, 2010). Assim, a capacidade dos fungos da podridao branca
para degradar a lignina € dependente da produgdo de um complexo sistema
enzimatico extracelular ligninolitico, produzido no metabolismo secundario,
denominado LDS (do inglés “Lignine Degradation System”). A seguir, apresenta-se
uma revisao deste sistema enzimatico de degradacao da lignina, destacando-se

cada uma das enzimas envolvidas no processo de degradagéo.
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2.8. Sistema enzimatico de degradagao da lignina

Devido a natureza heterogénea da lignina e a sua intricada estrutura
aromatica e de alto peso molecular, o sistema enzimatico dos WRF para degradar
este macropolimero também é bastante complexo (Tuomela, 2000). O sistema
enzimatico tem as seguintes caracteristicas:

- Enzimas extracelulares: o grande tamanho do macropolimero faz com que
seja impossivel degrada-lo intracelularmente, por isto o sistema enzimatico deve
ser extracelular.

- Enzimas nao especificas: a irregularidade estereoquimica da estrutura da
lignina faz com que as enzimas ndo possam ser especificas para um substrato
tipico, ja que este muda constantemente.

- Enzimas com alto potencial oxidativo: como se mencionou antes, as
unidades de lignina estdo unidas por ligagdes carbono-carbono e tipo éter
bastante estaveis. O mecanismo para romper estas ligacbes deve ser altamente
oxidativo e nao hidrolitico (Kirk; Cullen, 1998; Kirk; Farrell, 1987).

O sistema esta formado principalmente pelas enzimas lacase (Lac), lignina
peroxidase (LiP) e peroxidase dependente de manganés (MnP), que sdo as mais
estudadas e caracterizadas, embora tenha-se evidéncia da participacédo de outras
enzimas como aril alcool oxidase e peroxidase versatil. A producdo destas
enzimas nao é homogénea, e diferentes fungos de podriddo branca podem
produzir uma ou mais destas enzimas (Arora; Sharma, 2010; Hatakka, 1994).

Com base nos padrdes de produgao destas enzimas ligninoliticas, os WRF
podem-se agrupar nas seguintes categorias: WRF produtores de MnP, LiP e Lac,
WRF produtores de Lac e MnP, WRF produtores de LiP e MnP e WRF produtores
de Lac (Hatakka, 1994; Nerud; MiSurcova, 1996). Um dos passos chave na
degradacdo da lignina, além do ataque inicial por agentes enzimaticos
extracelulares, é a liberacdo de compostos de baixo peso molecular que atuam
como mediadores enzimaticos (e.g. alcool veratrilico) e a participagdo de espécies
ativas de oxigénio (e.g.H202, radical O, e radical hidroxilo OH’), que atacam o
substrato (Kirk; Cullen, 1998; Kirk; Farrell, 1987).
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ESTADO DA ARTE: ANTECEDENTES DA
DESCOLORAGCAO DE CORANTES SINTETICOS POR
FUNGOS DE PODRIDAO BRANCA

Neste capitulo faz-se uma revisdo das pesquisas disponiveis na literatura
sobre o tratamento de efluentes com corantes industriais e outros compostos
xenobidticos mediante o uso de fungos de podriddo branca. Mencionam-se alguns
conceitos tedricos sobre os mecanismos envolvidos e fatores que podem afetar o

processo de biorremediagéo.
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3.1. Aplicagoes biotecnolégicas dos fungos de podridao branca

Os fungos de podriddo branca e suas enzimas ligninoliticas tém um
importante potencial em diversas aplicagdes biotecnoldgicas que se estendem
desde a producédo de produtos alimenticios até processos de biodegradacédo de

complexos compostos xenobidticos.
3.1.1. Aplicagbes industriais dos fungos de podridéo branca

Entre as principais aplicagbées industriais dos fungos de podriddo branca
podem-se destacar:

- Produgdo de cogumelos: varios fungos de podridao branca sao usados
como cogumelos comestiveis. Eles tém importéncia comercial devido ao seu alto
valor nutricional e por crescerem em meios de baixo custo, como residuos
lignocelul6sicos. Assim, favorecem os ecossistemas diminuindo o impacto
ambiental destes residuos. Entre eles encontram-se as espécies Lentinula
edodes, conhecidos como “Shiitake”, e Pleurotus ostreatus, conhecido como o
“shimeji-preto” ou “cogumelo ostra" (Cohen et al., 2002; Ward et al., 2003).

- Biopolpacédo e biobranqueamento: a celulose é o principal polimero na
produgao de papel. Durante a polpagao, as matérias-primas (substratos lenhosos)
sdo reduzidas ao estado fibroso, utilizando métodos mecanicos e quimicos.
Depois, segue o branqueamento, que envolve o consumo de grandes quantidades
de produtos quimicos poluentes. O uso de WRF para o tratamento de aparas de
madeira antes da formagdo da pasta fibrosa € chamado de biopolpagédo. As
enzimas Lac e MnP s&o usadas no processo para deteriorar a lignina. Isto melhora
a resisténcia do papel, economiza energia elétrica, e reduz a toxicidade dos
efluentes. O biobranqueamento consiste na degradacdo enzimatica (Lac) da
lignina residual da pasta fibrosa resultante da polpag¢ao. O fungo mais estudado
para esta aplicacdo € o Trametes versicolor. A técnica de biobranqueamento
(branqueamento enzimatico) demonstrou a viabilidade de substituir reagentes
como cloro, reduzindo assim a carga de poluigdo cloro-organica (Akhtar et al.,
2000; Arora; Sharma, 2010; Kirk et al., 1992; Ward et al., 2003).
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- Melhoramento de residuos agricolas para a alimentagéo animal: a lignina
presente na forragem usada na alimentacdo de ruminantes € degradada
lentamente, afetando a dieta destes animais. A bio-deslignificagdo dos compostos
lignoceluldsicos agricolas melhora a digestibilidade dos alimentos e seu valor
nutricional (Arora; Sharma, 2010; Cohen et al., 2002; Ward et al., 2003).

- Outras aplicagcbes: além das mencionadas, existem outras diversas
aplicagbes industriais, agricolas e medicinais que ainda estdo sendo
desenvolvidas. Destaca-se na industria de alimentos a remocdo de compostos
fendlicos do vinho, na medicina o uso de enzimas lacases extraidas de WRF como
biosensores e marcadores enzimaticos para ensaios imunoldgicos e na industria
quimica na producdo de desinfetantes a base de iodo, sintese de flavonoides,
corantes téxteis, pigmentos cosméticos, aldeidos aromaticos, pesticidas, e

compostos heterociclicos (Arora; Sharma, 2010; Eriksson, 2010).
3.1.2. Aplicagbes dos fungos de podriddo branca em biorremediagédo

A identificacdo e isolamento das enzimas modificadoras da lignina LiP
(Tien; Kirk, 1983) e MnP (Kuwahara et al., 1984) a partir do fungo de podridao
branca Phanerochaete chrysosporium e o posterior descobrimento do potencial
deste fungo e suas enzimas para degradar compostos xenobidticos ainda na
década de 80 (Bumpus et al.,, 1985), incentivaram centenas de pesquisas que,
desde entdo, demostraram a capacidade dos WRF para degradar uma ampla
gama de poluentes ambientais, altamente toxicos e recalcitrantes (Fig. 3.1) (Barr;
Aust, 1994; Hattori; Shimada, 2001). A propria natureza ndo especifica dos
mecanismos utilizados por estes fungos para degradar a heterogénea estrutura da
lignina € o que lhes permite mineralizar os poluentes até dioxido de carbono e
agua, ou diminuir suas concentragdes até valores consideravelmente menores
(Barr; Aust, 1994). Na Tabela 3.1 sao apresentadas algumas caracteristicas dos
WRF, do seu sistema enzimatico LDS e suas vantagens na biorremediagao, que

devem ser levadas em conta para o tratamento de diversos poluentes ambientais.
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Figura 3.1. Estrutura quimica de alguns compostos xenobiéticos degradados por WRF:
a) Fluoreno; b) Antraceno; ¢) Benzopireno; d) TNT; e) 2,4-diclorofenol; f) Bifenilos policlorados

Fonte: adaptado de Faull (2004) e Sutherland (2004).

Tabela 3.1. Caracteristicas e vantagens dos WRF e do seu LDS ao ser aplicado em processos de

biorremediagcao de compostos xenobidticos

liquidos

Caracteristicas Vantagem Referéncia
Sistema A natureza heterogénea da lignina faz com que o Ba(qrgzﬁx)gst
enzimatico nao LDS dos WREF seja nao especifico, o que permite BUMDUS e7t al
especifico degradar poluentes com estruturas similares (?985) ’
. A natureza extracelular do LDS evita que o micro-
Sistema : . g Barr e Aust,
o organismo deva incorporar os poluentes téxicos no ;
enzimatico O . . : (1994); Reddy
interior da célula, além de que permite degradar
extracelular o (1995)
compostos com pouca solubilidade
A producao do LDS n&o ¢é induzida pela lignina e,
Enzimas n&o portanto, nem pelos compostos xenobidticos Barr e Aust,
. . similares. Isso permite a degradagéo dos (1994); Reddy
induziveis . ~ .
poluentes em baixas concentragdes e evita fases (1995)
de adaptagao
S|§tem_a Como a produgéo do LDS esta associada ao
enzimatico . - Barr e Aust
. metabolismo secundario, estes fungos podem )
associado ao . ; . (1994); Reddy
. crescer em meios de cultura de baixo custo, ja que
metabolismo o ) ) (1995)
o nao sao exigentes metabolicamente
secundario
Desenvolver-se em ambientes naturais ubiquos,
. . ) P Barr e Aust
Fungos ubiquos permite-lhes crescer em meios econémicos e
: (1994)
adaptar-se facilmente aos poluentes
. O crescimento apical em forma de hifas permite-
Crescimento R . )
Ihes a colonizagao de diferentes tipos de
em forma de bi incluind | . (lid Reddy (1995)
hifas ambientes, incluindo o solo e meios sélidos e
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Entre os principais WRF usados na biodegradacdo de poluentes

ambientais, destacam-se Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor,

Pleurotus ostreatus e Bjerkandera adusta. Algumas das pesquisas desenvolvidas

com estes fungos degradando compostos xenobidticos sdo organizadas

resumidamente na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Compostos xenobioticos degradados pelo LDS de fungos de podridao branca

Composto Xenobiéticos

Espécie de
WRF

Referéncia

Hidrocarbonetos
aromaticos
policiclicos (HAPs)

Naftaleno

P. chrysosporium

Anastasi et al. (2008)

Benzopireno

T. versicolor

Collins et al. (1996)

P. chrysosporium

Barr e Aust (1994); Bumpus

et al. (1985)
P. ostreatus Wolter et al. (1997)
P. chrysosporium Barr e Aust (1994)

Antraceno T. versicolor Collins et al. (1996)
P. ostreatus Bezalel et al. (1996)
P. chrysosporium Bogan et al. (1996)
Fluoreno
P. ostreatus Bezalel et al. (1996)
P chrvsosporium Barr e Aust (1994); Esteve-
- - CNrysosp NUfez et al. (2001)
B. adusta Eilers et al. (1999)
Explosivos T. versicolore P. | g oibner et al. (1997)
ostreatus
RDX:
Ciclotrimetileno- P. chrysosporium Barr e Aust (1994)
trinitramina
Organoclorados DDT P. chrysosporium Bumpus e Aust (1987)
(inseticidas e e P. ostreatus Bumpus et al. (1985)
pesticidas) Atrazina P. pulmonarius Masaphy et al. (1996)
P. chrysosporium,
. PVC Pleurotus sp. e T. Kirbas et al. (1999)
Polimeros versicolor
PVA P. cinnabarinus Larking et al. (1999)
2,4-Diclorofenol Valli e Gold (1991)
Clorofenois P. chrysosporium

2,4,5-Triclorofenol

Joshi e Gold (1993)

Bifenilas policloradas
(PCBs)

Tetraclorobifenilo

P. chrysosporium

Bumpus et al. (1985)

2-3-Diclorobifenilo

T. versicolor

Beaudette et al. (1998)
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3.2. Os fungos de podridao branca no tratamento de corantes sintéticos

Além dos compostos xenobidticos que sao degradados pelos fungos de
podriddo branca, uma vasta gama de corantes de diversas classes também é
removida de efluentes industriais por estes basidiomicetos.

Nos ultimos 30 anos, uma vez conhecida a capacidade dos WRF para
biodegradar efluentes com corantes industriais, intensificou-se o numero de
pesquisas nesta area e melhoraram-se os diferentes métodos analiticos e
processos associados a este tipo de tratamento, procurando substituir e/ou
complementar os processos de tratamento usados industrialmente (Sec¢ao 2.4). Os
resultados promissores alcangados em diferentes pesquisas fizeram dos fungos
de podriddo branca os micro-organismos mais reconhecidos e eficientes no
tratamento de corantes sintéticos (Ali, 2010; Fu; Viraraghavan, 2001; Rodriguez-
Couto, 2015; Wesenberg, 2003).

Esta capacidade de remocédo, como ocorre com os poluentes relatados na
Secao 3.1.2, esta relacionada com a producgao do sistema de enzimas associado a
degradacédo da lignina (ndo especifico e extracelular) e a outros mecanismos
associados a morfologia das células (Rodriguez-Couto, 2015; Wesenberg, 2003).
A similaridade estrutural da lignina e dos corantes permite o uso dos WRF e suas
enzimas extracelulares para degradar sua complexa estrutura aromatica (Ali,
2010; Rodriguez-Couto, 2015).

Na Figura 3.2 é apresentado um modelo simples da estrutura polimérica da
lignina, indicando partes estruturais que podem ser encontradas em varios
corantes sintéticos. Algumas destas partes sdo possiveis alvos de ataque e
mineralizacdo das enzimas ligninoliticas Lac, LiP e MnP. Estes focos também
podem ser encontrados nas estruturas moleculares da maioria dos corantes
industriais, particularmente os azoicos, os mais usados no tingimento de couro. Na
Figura 3.3 sdo apresentadas as estruturas de varios corantes industriais onde é
possivel localizar também estas partes do esqueleto molecular e visualizar as

semelhancas estruturais.
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Figura 3.2. Modelo da estrutura quimica da lignina. Destacam-se partes da estrutura que possuem
similaridade com corantes sintéticos
Fonte: adaptado de Kaushik e Malik (2015).
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Figura 3.3. Estrutura quimica de corantes azoicos usados industrialmente: a) Orange G,
b) Disperse Yellow 3, ¢) Reactive Black 5, d) Congo Red e e) Direct Red 80
Fonte: Adaptado de Rodriguez-Couto, 2015.

Além das vantagens dos WRF no tratamento de compostos xenobibticos

que também s&o aplicaveis na remocgao de corantes (ver Tab. 3.1), existem outras

que favorecem o uso destes fungos sobre outros micro-organismos:

- As enzimas ligninoliticas s&o secretadas extracelularmente e se ligam de
forma nao especifica ao substrato, conseguindo assim degradar uma ampla

variedade de corantes, além de complexas misturas entre eles, o que é frequente

na industria téxtil e coureira (Kaushik; Malik, 2009).
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- Para todas as enzimas ligninoliticas ja foi relatada a capacidade de
degradar corantes sintéticos: Lac (Abadulla et al., 2000), LiP (Chivukula et al.,
1995) e MnP (Heinfling et al., 1998), implicando que para o uso de certa espécie
de WRF no tratamento de corantes ndo seja necessaria a producgdo de todas
estas enzimas (Wesenberg, 2003).

- Os fungos de podriddo branca apresentam outros mecanismos além da
biodegradacdo enzimatica que também sao potencialmente eficientes no
tratamento de corantes. Estes sdo a bioacumulacido e a biossorcao, e serao
abordados na proxima secgao (Ali, 2010; Fu; Viraraghavan, 2001; Kaushik; Malik,
2009).

- Os WRF podem se usar de diferentes formas no tratamento de corantes.
Entre elas encontram-se a aplicagdo do micro-organismo vivo (livre ou
encapsulado) e o uso de células mortas (Fu; Viraraghavan, 2001; Rodriguez-
Couto, 2009), o uso de extratos enzimaticos de uma ou mais enzimas (Niebisch et
al., 2010), a aplicagao de consorcios com outros fungos ou bactérias (Anastasi et
al., 2008) e o tratamento combinado com processos fisico-quimicos (Palma et al.,
2011).

3.3. Mecanismos dos fungos de podridiao branca na descoloragiao de

corantes sintéticos

Existem trés mecanismos principais envolvidos no processo de remog¢ao de
corantes usando WRF: biossor¢ao, bioacumulagéo e biodegradagao. A biossorgao
€ um processo independente de energia que envolve a ligagdo das moléculas de
corante a biomassa fungica, que pode estar viva ou morta. A biodegradagao € um
processo metabolicamente dependente de energia, onde as moléculas de corante
sdo mineralizadas ou degradadas a compostos mais simples através da agao
enzimatica. A bioacumulagdo, que também €& um processo metabolicamente
dependente de energia, € um processo onde as células em crescimento ativo
acumulam as moléculas de corantes dentro do seu citoplasma (Kaushik; Malik,
2015).
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3.3.1. Biossorgao de corantes por fungos

A biossorcao faz referéncia a um processo de adsor¢gdo de um composto
em meio aquoso que ocorre na superficie de um biomaterial. Este processo
envolve a fase sdlida ou bioadsorvente (biomassa fungica), e a fase liquida
(efluente ou meio aquoso) que contém o adsorbato (corante) a ser biossorvido
(Aksu, 2005; Ali, 2010; Das et al., 2008).

O mecanismo consiste em ligacdbes moleculares entre varios grupos
funcionais que se encontram na parede da célula fungica como grupos amino,
carboxilico, tiol e fosfato e moléculas de corante, além de interacdes eletrostaticas,
intercambio iGnico, complexacao, quelagao e microprecipitagdo (Aksu, 2005; Fu;
Viraraghavan, 2001; Kaushik; Malik, 2009).

A biossor¢do de moléculas de corante na superficie das células fungicas é
um processo relativamente rapido e em algumas ocasides pode levar até poucas
horas. Devido ao fato deste processo ndo estar associado ao metabolismo celular,
ele € independente de energia e, portanto, podem ser usadas células vivas ou
mortas (Aksu, 2005; Ali, 2010; Kaushik; Malik, 2009, 2015).

A adsorcéo do corante na superficie das células fungicas obedece a uma
distribuicdo termodinamicamente definida das fases sélida e liquida em equilibrio.
Esta distribuicdo é expressa como a quantidade de substancia adsorvida por
unidade de peso de adsorvente. O equilibrio de biossorcdo do sistema é definido
pelas isotermas de adsorcdo. Elas descrevem a interacdo do adsorbato em
solugdo com o adsorvente a uma temperatura constante. As isotermas mais
usadas para descrever a remogao de corante através da biomassa fungica sédo as
de Langmuir e Freundlich (Aksu, 2005; Das et al., 2008; Fu; Viraraghavan, 2001;
Kaushik; Malik, 2009).

O processo de biossorgdo de corante € afetado por varios parametros
operacionais, tais como pH, temperatura, agitacdo, concentragao inicial e tipo de
corante. Portanto, para obter uma remocao eficiente, € necessario otimizar varios
parametros do processo (Das et al., 2008; Fu; Viraraghavan, 2001; Kaushik; Malik,
2015).
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3.3.2. Bioacumulagéo fungica de corantes

O termo bioacumulagdo no processo de remogao fungica de corantes faz
referéncia ao acumulo do corante na biomassa viva. E definido como uma forma
especial de biossorcdo, onde existe uma acumulagcdo do poluente na célula em
crescimento ativo. Este processo € mediado pela biossorcéo inicial na parede
celular do micro-organismo, que é independente do metabolismo, seguido da
posterior acumulagao do corante no citoplasma da célula (absor¢ao), dependente
do metabolismo (Kaushik; Malik, 2015; Wang; Hu, 2008; Xin et al., 2010).

A maioria das pesquisas que envolvem os processos de biossor¢cdo e/ou
bioacumulagdo sdo desenvolvidas com fungos diferentes aos WRF, ndo porque
eles ndo sejam eficientes para este tipo de mecanismo, mas por eles serem mais
chamativos no tratamento mediante a biodegradagao enzimatica. Alguns trabalhos
mencionam este mecanismo em WRF (Aksu; Karabayir, 2008; Bayramoglu; Arica,
2007; Kaushik; Malik, 2010). Na Tabela 3.3 sdo apresentados alguns avangos e
pesquisas onde sdo usados fungos no processo de remogao de corantes por

biossor¢ao e/ou bioacumulagéao.

Tabela 3.3. Aplicagédo de fungos na remogao de corantes industriais por processos de biossorgao e
bioacumulagao

Espécie Corante Mecanismo Referéncia
Trichoderma sp. Acid Brilliant Red B Bioacumulagao Xin et al. (2012)
P. oxalicum Reactive Blue 21 Bioacumulacao Xin et al. (2010)
A. niger Direct Blue 199 Biossorgao Xiong et al. (2010)
Reactive Black 5 Bioacumulacgéo Taskin e Erdal (2010)
A. filiculoides Basic Orange Biossorgao Tan et al. (2010)
A. lentulus Acid Navy Blue Biossorgao Kaushik e Malik (2010)
R. arrhizus Yellow RL Biossorgao Aksu e Balibek (2010)
A. bisporus Reactive Red 2 Biossorgao Akar e Divriklioglu (2010)
Gryfalan Black RL Biossorgao Aksu e Karabayir (2008)
1. versicolor g::gg E,g"j 112(; Biossorgao Bayramoglu e Arica (2007)
R. stolonifer Bromophenol Blue Biossorgao Zeroual et al. (2006)
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3.3.3. Biodegradacgéao de corantes por fungos de podriddo branca

A biodegradacgéao pode ser definida como a decomposi¢céo ou desagregagao
biolégica de um composto quimico, que ocorre pela agdo de um sistema
enzimatico constituido por diferentes enzimas e compostos mediadores. A
biodegradacdo pode ser completa ou parcial. O processo onde ocorre a
degradacao total das moléculas organicas até agua, didxido de carbono e/ou
qualquer outro produto inorganico € conhecido como mineralizagdo. No processo
de biodegradagdo parcial, os compostos quimicos ndo sao totalmente
degradados, sendo fragmentados até moléculas menores e mais simples,
chamadas de produtos de degradacgao (Kaushik; Malik, 2009, 2015). No caso dos
fungos de podridao branca, quando é usado o sistema enzimatico de degradacgéao
da lignina na remogdo de corantes, esta se referindo a um processo de
biodegradacao (ver Seg¢ao 3.2). Normalmente, os WRF além de biodegradar os
corantes até moléculas menos recalcitrantes e de menor peso molecular,
conseguem o desaparecimento da cor. A biodescoloragdo, outro termo de
interesse nesta linha de pesquisa, ocorre quando o centro croméforo do corante é
clivado pela agédo das enzimas ligninoliticas (Ali, 2010; Kaushik; Malik, 2009)

Com o objetivo de diferenciar entre os diferentes mecanismos que ocorrem
no tratamento de corantes por WRF (biossor¢do, biodegradacdo ou
bioacumulagéo), é necessario determinar a presenca de atividade enzimatica no
tratamento. Como se mencionou antes, a maioria de pesquisas que envolvem
WRF degradando corantes tem se focado no mecanismo de biodegradacgao,
apesar disso, em adicdo a biodegradabilidade, os mecanismos de biossorgéo e
bioacumulagcdo também podem ser desenvolvidos concomitantemente na
descoloragcdo de corantes por fungos vivos. Varias pesquisas tém relatado que
ocorre uma etapa de desaparecimento rapido (horas) da cor residual (biossorgéo),
seguido da remogao gradual da cor associada a biomassa fungica em longos
periodos de tempo (semanas ou dias) até alcancar o equilibrio (biodegradagao)
(Ali, 2010; Fu; Viraraghavan, 2001; Kaushik; Malik, 2009).
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3.3.4. Biodegradagéo vs. Biossorgdo

Com o objetivo de otimizar os processos de remogao da cor mediante o uso
de WRF para o tratamento de corantes, é necessario saber qual mecanismo é o
mais apropriado nas diferentes condi¢cdes de operacao que dependem do meio de
cultura, pH, temperatura, concentragdo inicial e tipo de corante, presenca de
oxigénio, agitacdo, pré-tratamentos, entre outros (Das et al.,, 2008; Fu;
Viraraghavan, 2001). Essa comparagdo pode ser realizada conhecendo as
vantagens e desvantagens de cada mecanismo:

- A biossorcao, por exemplo, tem certas vantagens sobre processos de
biodegradacao, ja que podem ser usados biossorventes de baixo custo como
residuos de biomassa fungica de processos de fermentagao industrial (Das et al.,
2008; Fu; Viraraghavan, 2001; Kaushik; Malik, 2015). O biossorvente, por outro
lado, pode ser eluido e regenerado, retirando o corante da biomassa por médio de
produtos quimicos como alcaloides, agentes quelantes, metanol, etanol e alguns
surfactantes nao iénicos tais como Tween 80. Além disso, para processos de
biossor¢ao podem ser usadas células fungicas mortas, o que economiza custos na
manutencdo de linhagens, necessaria em processos de biodegradacédo. Em
comparacdo as ceélulas vivas, as ceélulas mortas podem ser utilizadas e
armazenadas por longos periodos de tempo sem afetar a sua capacidade de
biossor¢ao, a sua operagao € facil e a regeneragao é simples (Fu; Viraraghavan,
2001; Kaushik; Malik, 2015). Por outro lado, a biodegradagao tem uma vantagem
chave sobre a biossorgédo. Na biodegradagao, o corante € degradado parcialmente
ou mineralizado, enquanto na biossorcdo o corante nao € destruido,
permanecendo retido, quase intacto, no interior da biomassa microbiana para a
sua posterior eliminagdo. Isso representa um grande obstaculo, ja que pode nao
ser uma abordagem pratica para o tratamento de grandes volumes de efluentes
industriais (Ali, 2010; Das et al.,, 2008). A Tabela 3.4. resume as principais
diferencas entre os trés principais mecanismos envolvidos no processo de

remogao de corantes usando fungos de podridao branca.
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Tabela 3.4. Comparacgao entre os mecanismos de transformacao de corantes por WRF

(biossorgao, bioacumulagéo e biodegradagao)

Biossorgao Bioacumulagao Biodegradacgao
Energia Processo passivo Processo ativo Processo ativo
. Células mortas ou . . . .
Biomassa Células vivas Células vivas

vivas

Reagao com as
moléculas de

Unido a superficie

Unido inicial a
superficie celular,
seguido da

As moléculas de
corante sao

corante celular incorporacéo ao biodegradadas
. poragao € enzimaticamente
citoplasma da célula
Adsorgéo inicial
Principio do = = seguida de
Pt Adsorcao Absorcao Se9 .
mecanismo biodegradagéao
extracelular
Processo
Reversibilidade Processo reversivel parcialmente Processo irreversivel
reversivel

Tempo

Processo rapido de

Processo de duas

Processo longo

uma etapa etapas
Nutrientes . .

. ’ ~ . Nutrientes e Nutrientes e

metabolismo e N&o precisa de = ~
. . manutengao manutencao

crescimento nutrientes . .
necessaria necessaria

celular
Processo nao depende Processo Processo

Metabolismo e
crescimento
celular

de metabolismo. Para
o caso de células vivas
pode houver
crescimento celular

dependente do
metabolismo onde
existe crescimento
celular

dependente do
metabolismo, existe
crescimento celular

Fonte: adaptado de Chojnacka (2010) e Kaushik e Malik (2015).

3.4. Antecedentes da biodegradagao de corantes azoicos por fungos de

podridao branca

Como se mencionou na Secdo 2.2.2, os corantes azoicos sido o tipo de
corante mais usado na industria téxtil e coureira e, portanto, o mais produzido e
distribuido comercialmente. Existem varias razdes para a popularidade dos
corantes azoicos, entre as que se destacam a disponibilidade de tons (quase
todas as cores no espectro), a facilidade de fixacdo a uma variedade de fibras
naturais e sintéticas e a resisténcia a degradag¢do. Sendo, todavia, essa vantagem
industrial de resisténcia a biodegradagcédo o que produz o impacto ambiental

negativo associado ao uso destes corantes (Bumpus, 2003).
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O aumento do rigor das legislacbes ambientais em relagédo a remogao de
corantes azoicos dos efluentes industriais, ligado a preocupacgao global provocada
pelo alto uso destes corantes e a produgdo de grandes volumes de efluentes,
incentivou um amplo numero de pesquisas procurando uma solugdo desse
problema. Na proxima secgao faz-se uma revisdo da literatura na qual se destaca o

uso de fungos de podridao branca no tratamento de corantes azoicos.

3.4.1. Histérico da biodegradagdo de corantes azoicos por fungos de podriddo

branca

Os primeiros ensaios de biodegradagao de corantes foram realizados por
Glenn e Gold (1983), que testaram a descoloragdo de corantes poliméricos
sulfonados para fazer uma triagem da atividade ligninolitica em culturas de
Phanerochaete chrysosporium (Wesenberg, 2003).

Posteriormente, os resultados do trabalho de Bumpus et al. (1985), que
mostraram as notaveis habilidades de degradacdo de compostos xenobidticos
pelo mesmo WRF, levaram Cripps et al. (1990) a estudar a capacidade do fungo
para degradar corantes azoicos. Eles mostraram como os corantes Orange I,
Tropaeolin O, e Azure 2 foram extensivamente descoloridos pelo WRF crescendo
em um meio de cultura com limitagdo de nutrientes (nitrogénio), com o objetivo de
promover a expressdao do sistema de enzimas ligninoliticas. A descoloragéo
esteve associada a produgao da enzima LiP (Cripps et al., 1990). Esse trabalho foi
reportado como o primeiro em biodegradar corantes azoicos envolvendo fungos
de podriddo branca (Bumpus, 2003; Reddy; Mathew, 2001; Rodriguez-Couto,
2015; Wesenberg, 2003). Poucos anos depois, Spadaro et al. (1992) mostraram
como sete corantes azoicos (Disperse Yellow 3, Disperse Orange 3, Solvent
Yellow, etc.) foram descoloridos e degradados por P. chrysosporium em um meio
de cultura com limitagdo de nitrogénio. Os autores observaram como carbonos
radio-marcados do anel aromatico foram mineralizados até CO, (Spadaro et al.,
1992) Desde entdo, P. chrysosporium converteu-se em objeto de intensa
pesquisa, procurando biodegradar diferentes corantes azoicos e outros compostos
recalcitrantes (Rodriguez-Couto, 2015).
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Varios outros trabalhos reportaram a capacidade de P. chrysosporium para
biodegradar outros corantes azoicos (Chagas; Durrant, 2001; Pasti-Grigsby et
al.,1992; Swamy; Ramsay, 1999; Young; Yu, 1997).

Por outro lado, os resultados promissores obtidos com P. chrysosporium
aceleraram a busca de outras espécies de WRF com capacidade de degradar
corantes azoicos. Entre os principais WRF que conseguiram degradar
amplamente corantes azoicos, além de P. chrysosporium, destacam-se Trametes
versicolor, Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta e Ganoderma sp. (Bumpus,
2003; Rodriguez-Couto, 2015) (Fig. 3.4).

Figura 3.4. Espécies de WRF que se destacam na biodegradagéo de corantes azoicos:
a) Trametes versicolor; b) Bjerkandera adusta; c) Pleurotus ostreatus; d) Ganoderma sp.
Fonte: Desjardin et al., 2015.
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Varios autores ja publicaram extensas e importantes revisdes sobre o uso
de fungos na remogao de corantes industriais (Bumpus, 2003; Fu; Viraraghavan,
2001; Knapp et al., 2001; Wesenberg, 2003). Nessas revisdes € possivel achar
varias pesquisas onde sao usados fungos de podridao branca na biodegradacéao
de corantes azoicos. Na Tabela 3.5 sdo mostrados alguns destes primeiros
trabalhos (publicados desde 1990 até 1998), que aportaram bastante ao

desenvolvimento desta linha de pesquisa.
3.4.2. Atualidade da biodegradacéo de corantes por fungos de podriddo branca

Para fazer uma abordagem mais pratica e eficaz, nesta segdo seréo
consideradas as pesquisas mais recentes envolvendo WRF no tratamento de
corantes azoicos em trabalhos publicados desde 2005 até 2015 (Tab. 3.6). Nesta
ultima década, um vasto numero de pesquisas também se focou em isolar e testar
novas espécies de WRF capazes de biodegradar corantes azoicos com
importancia industrial, otimizar as condi¢des de operagdo, usar enzimas
purificadas produzidas pelos WRF diretamente no tratamento, desenvolver
ferramentas analiticas para estudar os mecanismos de acgdo abrangidos na
degradacao e entender a participagéo direta de cada enzima no processo (Ali,
2010; Kaushik; Malik, 2009, 2015):

- Ma et al. (2014) conseguiram degradar eficientemente o corante azoico
Reactive Orange 16 em um efluente simulado da industria téxtil, usando enzimas
puras extraidas de um fungo do género Ganoderma. Os autores reportaram que a
enzima lacase foi a responsavel pela degradacao.

- Senthilkumar et al. (2014) simularam um efluente da industria téxtil
contendo o corante azoico Amido Black 10B, conseguindo valores de
descoloragédo de até 98% apods 3 dias de tratamento pela agdo do LDS do fungo
Phanerochaete chrysosporium. Eles avaliaram como os nutrientes, as diferentes
condicdes de operagcdo e a adicdo de indutores enzimaticos melhoraram o

processo de descoloracéao.
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- Gomi et al. (2011) examinaram a degradagao do corante azoico Amaranth
por meio do fungo Bjerkandera adusta. Usando as técnicas de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC), analises de absorbancia e espectrometria de
massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS), identificaram os produtos de
degradacgao, sugerindo que nao se formaram aminas aromaticas. A enzima MnP
esteve associada a biodegradagao.

- Levin et al. (2010) mostraram como as enzimas de varios WRF (T. trogii,
T. villosa e T. versicolor) conseguiram degradar o corante azoico Xylidine. Eles
analisaram como diferentes fontes de nitrogénio e vitaminas afetaram a atividade
enzimatica. As enzimas Lac e MnP foram produzidas pelos trés fungos.

- Zhao e Hardin (2007) conseguiram biodegradar varios corantes azoicos
como Orange ll, Acid Orange 8 e Food Yellow 3 usando cepas de P. ostreatus. A
enzima LiP esteve envolvida no processo de degradagao.

Varias outras pesquisas direcionaram-se ao desenvolvimento de
biorreatores que poderiam ampliar e escalonar os processos de biodegradacao,
uma area pouco explorada nos primeiros dez anos de pesquisa (Bumpus, 2003), e
desenvolver o uso de técnicas de imobilizacdo de células com o objetivo de
aumentar o nivel de atividade e a resisténcia a estresses ambientais, tais como o
pH, a temperatura e a exposigcdo a concentragdes quimicas toxicas (Ali, 2010;
Kaushik; Malik, 2009, 2015; Rodriguez-Couto, 2009, 2015):

- Enayatizamir et al. (2011) conseguiram a biodegradacéo in vivo do
corante diazoico Reactive Black 5 pelo fungo de podriddo branca P.
chrysosporium imobilizado em peneiras de nailon e em cascas de girassol, usando
biorreatores em escala de laboratério. Os autores atingiram valores de
descoloragéo de 90,3%. A enzima MnP foi a responsavel da degradagdo. Em
2009, os mesmos autores estudaram a producdo de lacase para descolorir o
mesmo corante com o WRF T. pubescens imobilizado em peneiras de acgo
inoxidavel em um reator de leito fixo. Os mecanismos de biossor¢cdo e
biodegradacdo enzimatica (Lac) estiveram associados a descoloragdo. O valor

maximo de descoloragao foi de 74% (Enayatzamir, et al., 2009).
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- Novotny et al. (2011) propuseram o uso de um biorreator com um
consorcio de bactérias e WRF para a degradacdo de diferentes corantes
industriais, entre eles 0 azoico Reactive Orange 16. O processo consistiu em duas
etapas: no primeiro passo usou-se um filtro bioloégico com o fungo Irpeux lacteus
para descoloracdo do corante, seguido do uso de um biorreator com bactérias
para a remogao aerdbica do carbono organico residual. As enzimas Lac e MnP
foram responsaveis da degradacgao.

- Diorio et al. (2008) mostraram como o fungo Trametes versicolor degradou
eficientemente o corante Malachite Green em um biorreator de duas fases pelo
efeito das enzimas Lac e MnP. A descoloragao total atingiu valores de 82% apéds
cinco ciclos consecutivos.

- Li e Jia (2008) usaram um biorreator de leito fixo (PBR: Packed Bed
Reactor) para degradar o corante azoico Congo Red. O processo também se
baseou em duas etapas. Na primeira etapa usaram o fungo Schizophyllum sp.
para biodegradar o corante e na segunda usaram casca de arroz como
biossorvente. Os autores notaram que a biodegradacgéao foi causada pelo efeito da
enzima MnP produzida pelo fungo. Eles usaram a técnica de planejamento
composto central (CCD: central composite design) para otimizar o efeito das
condi¢des de operacao.

- Gao et al. (2008) desenvolveram um método de tratamento para a
degradacao do corante Reactive Brilliant Red, utilizando o WRF Phanerochaete
chrysosporium imobilizado em dois diferentes suportes: transportadores
reticulados e espuma de poliuretano (PUF, do inglés “Polyurethane Foam”). Os
autores conseguiram valores de descoloracao de 93.5% gracas a enzima MnP.

Na Tabela 3.7 sdo mostradas as principais pesquisas sobre biodegradagao
de corantes azoicos envolvendo o uso de WRF em biorreatores e/ou com a

técnica de imobilizagao de células.
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Tabela 3.5. Pesquisas sobre biodegradagéo de corantes envolvendo o uso de WRF publicadas entre 1990-1998

Espécie fungica Corante - % Tempo Mecanismo Observagao Referéncia
P g Concentragdo (mgL™) Remocéo | (dias) enzimatico ¢
Orange Il - 100 100 Lip
| .
Tropaeolin O - 100 97 5 Primeiro trabaiho em degradar corantes | cripps et al. (1990)
Congo Red - 100 96 -
Disperse Yellow 3 —(-) 42 Comportamento da estrutura do corante Spadaro et al
Disperse Orange 3 — (-) 42,5 12 - degradado usando atomos de carbono P (1992) ’
Solvent Yellow 14 — (-) 23,1 radio-marcados
P. chrysosporium Methyl Orange 52 - 150 92 Sugeriram que as enzimas peroxidasas | . i Grigsby et al
Ethyl Orange - 300 94 15 LiP e MnP estiveram evolvidas na degradagéao do (19%2)y ’
Acid Orange 12 — 150 98 corante
New Coccine(Ponceau 4R) - 50 98,0 Estudaram também o fungo P. sajor- Chaaas e Durrant
8 MnP caju, degradando os dois corantes pela 9
Amaranth - 50 95 acao da lacase (2001).
Estudaram a degradag¢do com o fungo
Acid Black 24 - 50 98 9 LiP T. versicolor e com a enzima pura, Young e Yu (1997).
conseguindo s6 25% de descoloragéo
Brilliant Yellow — (-) 98 ] Biossorgdo e | Avaliaram a capacidade de 7 WRF para | | . (1995)
Reactive Red 4 — (-) 100 LiP descolorir 14 corantes diferentes PP ’ )
T. versicolor Examinaram também a eficiéncia de Heinfling et al
Reactive Violet 5 - 200 95 6 Peroxidases descoloragéo com o extrato enzimatico. (19997) ’
Nao relataram biossorgao no micélio )
Methyl Orange 96 5min. | Peroxidases Estudaram a descoloragao com o Shin e Kim (1998).
extrato enzimatico
P. ostreatus o
Brilliant Yellow — (-) 53 ) Biossorcéo e . Knapp et al. (1995)
Reactive Red 4 — (-) 73 LiP ' '
Reactive Violet 5 95 6 Peroxidases - Hel?jlggg;t al.
B. adusta — —
Reactive Black 5 87 20 min. MnP Estudaram a descqlor,agao como Heinfling et al.
extrato enzimatico (1998).
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Tabela 3.6. Pesquisas sobre biodegradagao de corantes envolvendo o uso de WRF publicados entre 2005-2015

Espécie fungica Corante - % Tempo Mecanismo Observagao Referéncia
P 9 concentragédo (mgL™) Remocao (dias) enzimatico ¢
Reactive Orange 16 - 100 95,1 4 . o
Ganoderma s Lac Testaram as células fungicas e seu Ma et al.
P- Efluente textil simulado com extrato enzimatico (2014)
. 89,5 10
Reactive Orange 16 — (-)
: o O aumento da concentragdo de corante .
P. chrysosporium | Efluente textil simulado com - . Senthilkumar
Amido Black 10B — (-) 98 3 Lac e MnP no efluente suprimiu a ciapa0|dade de et al. (2014)
descoloragao
Testaram as técnicas HPLC e ESI-TOFM Gomi et al
B. adusta Amaranth - 94 98 10 MnP para encontrar os produtos de (2011) '
degradacao
Analisaram como diferentes fontes de Levin et al
T. trogii Xilidine — (-) 94 1 Lac e MnP aminoacidos, nitrogénio e vitaminas ’
S o (2010)
afetaram a atividade enzimatica
Os efeitos das variaveis independentes,
, , . tais como fonte de carbono, nitrogénio, Sukumar et al.
T. versicolor Acid Red 66 - 100 88,6 7 Peroxidases pH e temperatura na biodescoloracao (2009)
foram avaliados
Realizaram uma triagem em meio sélido e Hernandez-
T.maxima Acid Red 44 — (-) 98 24 Lac outra em meio liquido para avaliar o Luna et al.
potencial de cepas nativas (2008)
Reactive Black 5 - 100 Triagem em meio solido/liquido.
. : Lac, MnP e ~ . Park et al.
T. trogii Reactive Orange 16 - 100 98 3 bi ~ Descoloragao com cultivos em bateladas
. iossorcéo tidas (2007)
Acid Black 52 -100 repe
Testaram um fungo nativo e otimizaram
Enzimas as variaveis operacionais usando o Revankar e
Ganoderma sp. Amaranth - 100 96 8 horas ligninoliticas método de matriz ortogonal. Testaram Lele (2007)
também um efluente real
Neolane bl.ue 91,5 Isolaram e identificaram um WRF nativo. Zouari-
T. trogii Neolane pink 63,6 4 Lac Usando a enzima bruta obtiveram Mechichi et al.
Neolane yellow 100*(induzida) degradar os corantes (2006)
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Tabela 3.7. Pesquisas sobre biodegradagéo de corantes envolvendo o uso de WRF em biorreatores e ou/ imobilizagao de células

- 9 T i
Espécie fungica Corarlte - Yo = empo Mec_am;_mo Biorreator Suporte celular Referéncia
concentragao (mgL™) Remocao (horas) enzimatico
. . Escala de . Enayatizamir et
P. chrysosporium Reactive Black 5 - 100 90,3 72 MnP laboratorio Casca de girassol al. (2011)
. Espuma de Novotny et al.
I. lacteus Reactive Orange 16 - 150 89,2 72 Lac e MnP Duas fases poliuretano (PUF) (2011)
T. pubescens Reactive Black 5 - 34 74 24 . Lac e = Leito fixo Pe'.‘e""’!s ’de ago Enayatzamir et
Biossorgao inoxidavel al. (2009)
T. versicolor Malachite green - 100 50 1 MnP e Lac Duas fases - Dltzggozt)al.
SC”’Z‘;’;W”“”" Congo Red — 142,63 89,71 41 MnP Leito fixo - Li e Jia (2008)
. Escala de Espuma de Gao et al.
P. chrysosporium K-2BP 95 2 MnP laboratério poliuretano (PUF) (2008)
. Reator Espuma de Svobodova et
I. lacteus Reactive Orange 16 80 24 MnP e Lac pressurizado poliuretano (PUF) al. (2007)
T. versicolor Grey lanaset G - 150 >80 18 -120 MnP e Lac Leito fluidizado - Blan(%g%e tal
Leito Romero et al
T. versicolor Grey lanaset G - 150 >90 144 Lac pulso-fluidizado - ’
(20086)
(PBF)
Rodriguez-
T. hirsuta Methyl Orange - 60 81,4 72 Lac Leito expandido Casca de laranja Couto et al.
(2006)
, , oo Pedra pomes- Pazarlioglu et al.
P. chrysosporium Direct Blue 15 - 40 95 72 MnP Leito fixo ZrOCl, (2005)
Espuma de
8538 i PUF
Remazol Brilliant Blue R - oo poliuretano (PUF) Novotny et al.
I. lacteus 144 Lac e MnP Leito fixo
150 , ) (2004)
100 Madeira de Pinho
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3.4.3. Perspectiva, longe da real aplicagdo?

Muitas das publicacbes demonstraram o importante potencial dos WRF
para degradar os corantes individuais em solu¢ao aquosa ou efluentes preparados
artificialmente. Esses resultados promissores apontam para os WRF como uma
alternativa de biorremediacdo destes corantes e outros compostos xenobibticos.
Contudo, as caracteristicas das aguas residuais industriais tais como pH bastante
alcalino, altas concentragdes de corante, condi¢bes nao estéreis, misturas com
outros corantes e compostos recalcitrantes (como surfactantes, pigmentos e
aditivos), elevadas temperaturas e grandes volumes de efluente, fazem que a real
aplicagdo a escala industrial deste tipo de tratamento seja ainda um desafio (Ali,
2010; Rodriguez-Couto, 2013; Wesenberg, 2003). Relativamente poucos trabalhos
testaram a descoloracao/degradacao de efluentes reais. Varios trabalhos
desenvolvidos onde foram usados WRF no tratamento de efluentes reais séo

mostrados na Tabela 3.8.

3.5. Fungos da podridao branca e a industria de couro

A maioria dos trabalhos disponiveis na literatura, nos quais se usam WRF
no tratamento de corantes e efluentes industriais, corresponde a area téxtil. No
entanto, a vantagem do LDS dos WRF em nao ser especifico pelo substrato,
permite que os corantes desenhados especificamente para couro e outros
compostos xenobidticos produzidos na industria coureira também sejam alvo de
biodegradacdo dos WRF. Na continuacéo é apresentada uma revisao de trabalhos
onde foram usados WRF no tratamento de corantes para couro e efluentes:

- Rodriguez-Couto et al. (2004) analisaram a produgéo da enzima Lac pelo
fungo T. hirsuta usando um biorreator de imersdo com peneiras de ago inoxidavel
como imobilizador celular, com o objetivo de degradar corantes para couro. O
extrato bruto conseguiu 16,2% e 40% de descoloragdo em 2 horas para 0s

corantes Luganil Green e Sella Solid Red respectivamente.

56



Tabela 3.8. Pesquisas sobre biodegradagao efluentes reais envolvendo o uso de WRF

Espécie Fonte do Biorreator- = = A
fangica Efluente Escala Operagao Observagao Referéncia
Reator Diluicio de concentracio 81,4% de descoloragao e 90,3% de Selvakumar
G. lucidum Fabrica téxtil sequencial §ao ¢ redugéo de DQO (sob condigbes
e ajuste de pH - etal. (2013)
em batelada otimizadas)

Biorreator de

Células fungicas
imobilizadas em PUF.

Processo combinado ao tratamento
de lodos ativados. Mais de 60% de

Anastasi et al.

T. pubescens Fébrica texdil leito moye_l ) Adicao de nutrientes e descoloracgéo, reducdo de DQO e (2012)
Laboratdrio . ¥
ajuste de pH toxicidade do efluente
. o 65% de descoloragédo em 8 dias. .
; Condigdes estéreis/ndo o = e Osorio-
Bjerkandera Fabrica téxi Laboratario ostéreis. 58% de_ rﬁedugao,da_ toxmdoade para Echavarria.
sp. Adicao de nutrientes condlgoe's estéreis e 49 /o para etal. (2011)
condigbes nao estéreis ’
Compararam o processo com o
A tratamento terciario (ozonizagéo) em
Fabrica téxtil . .
. - . . um efluente, apos do tratamento Anastasi et al.
B. adusta apos tratamento Laboratério Adicao de nutrientes dario. C - 40% 2011
secundario secundario. Conseguiram o em ( )
24 h, menos que com o tratamento
convencional
C . 35% de descoloragcado sem adigcao
P. , Fabrica téxtil Laboratério Adigao de nutnente;._ de nutrientes e 84% com adigéo. Sangeeta et al.
chrysosporium Efluente puro (sem diluir) . ~ (2011)
Processo de 6 dias de operagao
o Reator de o ~ - . - .
Fabrica de o Condigdes nao estéreis. Reduziram o DQO e a toxicidade do Anastasi et al.
B. adusta i . leito fixo - o~ )
tingimento téxtil o Sem adigao de nutrientes efluente (2010)
Laboratério
T versicolor 5 Fabricas téxtis Laboratério Condigbes ndo estéreis e 84% de descoloragcao em 3 dias por Asgher et al.
’ diferentes adicao de nutrientes agao da enzima MnP (2009)
Reator Air-lift - Condicies ndo estéreis e Tratamento continuo. 40 a 60% de Blanquez et al
T. versicolor Fabrica téxtil Escala piloto 166 ; descoloragéo em 15 dias de 9 ’
adicao de nutrientes = (2008)
(10L) operagao
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- Gomez-Bertel et al. (2008) estudaram a descoloragdo de um efluente de
curtume mediante o uso de células do fungo P. chrysosporium imobilizadas em
PUF em escala de laboratorio. Além de atingir 67% de descoloragdo do efluente
em 10 dias, conseguiram diminuir 97% do Cromo total, 97% de Cr(lll), 85% de
Cr(VIl) e 12% de DQO. Os mecanismos de biossor¢cao e degradagdo enzimatica
foram determinantes no tratamento.

- Anastasi et al. (2010) estudaram a descoloragdo de um efluente de
tingimento de uma fabrica de couro contendo os corantes Acid Black 194, Acid
Black 210 e Acid Yellow 194 por cepas dos fungos de podridao branca B. Adusta e
P. ostreatus. Os autores usaram um biorreator de leito fixo sem adicdo de
nutrientes e em condigbes nao estéreis. Os fungos atingiram 88% e 81% de
descoloragao respectivamente.

- Baccar et al. (2011) avaliaram o potencial de trés WRF (T. versicolor, G.
lucidum e |I. lacteus) para degradar o corante comercial para couro Black Dycem
em uma triagem primaria (meio solido) e secundaria (meio liquido). A cepa de T.
versicolor mostrou a maior capacidade de descoloracdo. O experimento foi
escalonado em um biorreator air-liff em lotes individuais e em bateladas com
reutilizacdo de biomassa. O fungo atingiu valores de descoloracéo entre 86% a
89%. Os mecanismos envolvidos no tratamento foram atividade enzimatica Lac e
biossorcéao.

- Pazarbasi et al. (2012) estudaram a descoloragao do corante para couro
Acid Blue 7 com T. trogii. Os autores avaliaram e otimizaram as condi¢gbes de
operacao e atingiram 99,9% de descoloragéo sob agitacdo e 63,5% em condigdes
estaticas. A descoloragao esteve associada com a atividade lacase. Além disso,
foi avaliado o tratamento de uma mistura de Acid Blue 7 com outros corantes para
couro (Acid Black 210, Acid Green 20, Acid Yellow 36 e Acid Black 24) e a
descoloragcdo de um efluente de curtume contendo Acid Blue 7. Alcangou-se 88%

e 48% de descoloragao respectivamente.
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3.6. Trametes villosa em processos de biorremediagao

Trametes villosa é um fungo de podriddo branca que pertence ao género
Trametes e a familia Polyporaceae (Ko; Jung, 1999). Foi descrito pela primeira vez
por Olof Swartz em 1788 com o nome de Boletus villosus. Recebeu seu nome
atual de Kreisel (1971), mas também é conhecido como Polyporus pinsitus ou
Coriolus pinsitus (Kreisel, 1971). Embora o género Trametes seja um dos grupos
de fungos mais estudados para aplicagdes biotecnoldgicas e biodegradacao de
corantes industriais e outros produtos xenobibticos, a espécie Trametes villosa
nao tem sido tdo amplamente estudada como outras espécies entre as que se
destacam T. versicolor, T. hirsuta, T. pubescens e T. trogii, abordados em varios
trabalhos mencionados nesta revisao.

Bottcher et al. (1988) foram os primeiros autores em reportar a atividade
enzimatica ligninolitica em T. villosa (Bottcher et al., 1988) e mais tarde,
Huttermann et al. (1989) reportaram a produc¢ao da enzima lacase (Kuhad; Singh,
2007) e De Jong et al. (1992) destacaram a producdo da enzima peroxidase
dependente de manganés (De Jong et al., 1992). Yaver et al. (1996) foram os
primeiros a purificar e clonar diferentes isoenzimas de lacase produzidas por esta
espécie (Yaver; Golightly, 1996; Yaver et al., 1996).

Varios autores ja comprovaram o potencial de T. villosa para biodegradar
diferentes compostos xenobidticos como o pesticida de alto espectro Cyprodini ®
(Kang et al., 2002), compostos fendlicos como Bisfenol A (Fukuda et al., 2001;
Uchida et al., 2001), compostos organoclorados tais como pentaclorofenol e
hexaclorobenzeno (Machado et al., 2005; Matheus et al., 2000), efluentes do
processo de branqueamento de papel (Minussi et al., 2007) e corantes industriais
(Basto et al., 2007; Hernandez-Luna et al., 2008; Levin et al., 2010; Zille et al.,
2005).
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Neste capitulo descreve-se a metodologia seguida no estudo, que
considerou o caminho desde a coleta e isolamento de fungos de podriddo branca
até a posterior identificagdo molecular do isolado que apresentou os melhores
resultados. Os ensaios de descoloragdo foram divididos em duas etapas: a
primeira teve como objetivo selecionar, mediante uma triagem em meio solido,
isolados com capacidade de produzir enzimas ligninoliticas e remover os corantes
para couro. A segunda etapa considerou ensaios de descoloragdo em meio de
cultura liquido. Varios experimentos adicionais foram realizados para analisar 0s
mecanismos envolvidos no processo. Entre eles encontram-se estudos para
avaliar o efeito das variaveis de operagédo e testes de otimizagdo mediante um
planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional (CCD) e
Metodologia de Superficie de Resposta (RSM).
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4.1. Materiais

Os produtos usados nos experimentos foram reagentes de grau analitico, a
menos que esteja especificado o contrario. O material foi dividido em produtos
quimicos, que incluem reagentes usados como indicadores de atividade
enzimatica, antibiéticos e materiais usados na preparacao de meios de cultura, e
em corantes, que incluem os corantes para couro que se pretendia degradar e os

experimentos preliminares realizados com eles:
4.1.1. Produtos quimicos

- Os compostos usados como indicadores da atividade enzimatica e/ou
como quantificadores da produgdo de enzima extracelular foram: ABTS (ABTS:
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) sal diaménio, guaiacol (GUA:
2-metoxifenol), siringaldazina (SYR: 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido azina),
cloreto de manganés (CM: MnCl;x4H,0), xilenol (DMP: 2,6-dimetdxifenol) e alcool
veratrilico (VA, 3,4-dimetdxibenzil alcool), fornecidos por Sigma-Aldrich (St. Louis.
MO-USA) ou Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). A estrutura quimica e
algumas caracteristicas desses produtos, informadas pelo fornecedor, sao
apresentadas na Tabela 4.1.

- Os antibioticos Cloranfenicol® e Cloridrato de Tetraciclina foram
adquiridos na Teuto-Pfizer (Anapolis, GO-Brasil) e o fungicida Benomyl® foi
fornecido por Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA).

- Os produtos usados na preparacdao dos meios de cultura para o
crescimento dos micro-organismos como glicose, agar, extrato de levedura,
peptona micoldgica, Meio comercial Agar Batata Dextrose (PDA), Meio comercial
Agar Extrato de Malte (MEA) e Meio comercial Caldo Extrato de Malte (MEB)
foram adquiridos de Difco Laboratories (Detroit, MI, USA) ou Himedia Laboratories
(Mumbai, india).
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Tabela 4.1. Estrutura molecular e caracteristicas dos substratos para enzimas ligninoliticas

Substrato

Estrutura Molecular

Caracteristicas

ABTS

chﬁ
N

—038 S ’N:< j@\
NH4+\©fN>=N S SO3~
NH,*
LCH3 4

2,2' — Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) sal
diaménio

CAS?®
30931-67-0
Formula
C18H24N60684
Massa molar
548,68 gmol’

GUA

OH
OCHg

2-metoxifenol

CAS
90-05-1
Formula
(CH30)CeH,OH
Massa molar
124,14 gmol”

SYR

HsCO OCHj

N—N
HO@J \\—QOH

HSCO OCH3

4-hidroxi-3,5-dimetdxibenzaldeido azina

CAS
14414-32-5
Formula
[HOCeH2(OCH3),CH=N],
Massa molar

548,68 gmol”

DMP

OH

HzCO OCHg3

2,6-dimetoxifenol

CAS
91-10-1
Formula
(CH30),CsH;0H
Massa molar
154,16 gmol”

VA

OH

H3CO
OCHj;

3,4-dimetdxibenzil alcool

CAS
93-03-8
Formula
(CH30),CsH;CH,OH
Massa molar
168,19 gmol”

@ Numero CAS (CAS, do inglés “Chemical Abstracts Service”).
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4.1.2. Corantes e testes espectrofotométricos

Foi analisada a descoloragao de quatro corantes comerciais usados no
tingimento de couro: Acid Blue 161, Acid Brown 414, Acid Black 210 e Acid Red
357, que serdao chamados de Azul 161 (AB161), Marrom 414 (AB414), Preto 210
(AB210) e Vermelho 357 (AR357), respectivamente ao longo do presente trabalho.
Todos os corantes foram fornecidos pela Unidade de Negoécios em Couro da
Companhia Lanxess Ltda., Ind. de Produtos Quimicos e Plasticos (Sao Leopoldo,
RS, Brasil).

Para analisar o comportamento dos corantes em solugdo aquosa, foi
realizado um teste espectrofotométrico que permitiu achar o comprimento de onda
com maior absorbancia de cada corante. O teste consistiu em uma varredura de
absorcao no intervalo do espectro eletromagnético correspondente a luz visivel.
Usou-se um espectrofotometro UV-VIS T80 de PG Instruments Ltd. (Leicester,
LEC, UK).

Apos conhecer o Avax de cada corante, foi construida uma curva padrao
para relacionar a concentracdo de corante em solugdo aquosa em fungdo da
absorbancia no Auax (ABSawax). Preparou-se, para isso, uma solugdo padrao
contendo 1000 mgL™" do corante e foram realizadas diluicdes sucessivas até que
se obtivessem diferentes concentragdées. Foram feitas leituras da absorbancia no
Avax de cada diluicdo com concentracdo conhecida.

Finalmente, analisou-se a estabilidade de cada corante em solugao aquosa
quando submetidos a diferentes condi¢coes de pH e temperatura. No caso do pH
prepararam-se solucdes de corantes em uma faixa de pH de 2,5 a 7,5 usando
solucdes 0,1 M de NaOH e HCI, a uma concentracdo conhecida (200 mgL™") e
mediu-se a ABSyvax @ temperatura ambiente. Cabe ressaltar que quando se
aumentou o volume da solugdo ao adicionar HCl ou NaOH também se adicionou
corante até alcangar a concentracdo desejada. Para testar a estabilidade da
solugéo a diferentes condigbes de temperatura, a solugéo aquosa de corante (pH
5,0 e concentragdo 200 mgL™") foi resfriada em banho de resfriamento até uma

temperatura menor de 20°C e aquecida em banho térmico Marconi Equipamentos
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(MA127 - Piracicaba, SP, Brasil) até atingir os valores de temperatura desejados

(20°C a 60°C). Uma vez alcangada cada temperatura, mediu-se a ABS)vax para

encontrar possiveis variagoes.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos corantes, informadas pelo

fornecedor, sdo apresentadas na Tabela 4.2 e a estrutura quimica € mostrada na

Figura 4.1.

Tabela 4.2. Caracteristicas fisico-quimicas dos corantes para couro usados no trabalho

Azul acido 161

Preto acido 210

Vermelho acido

Marrom acido

357 414
Nome C.I° Acid Blue 161 Acid Black 210 Acid Red 357 Acid Brown 414
BAYGENAL
Nome. BAYGENAL Azul SOLVADER 21C BAYGENAL Red Dark Brown L-
comercial Escuro 2S GT
2N2G
Ng;"; e 12392-64-2 99576-15-5 57674-14-3 82640-18-4
Numero c
EINECS " 15706 (C.1) 300285 (C.I) 260-892-4 280-008-0
Azo Azo
dissulfonado. Triazo dissulfonado. Complexo
Tipo Complexo dissufolnado. Complexo organico de
organico de Amino organico de ferro.
cromo. cromo.
Massa Molar 394,40 938,02 956,7 599,23
(gmol™)
Pureza (%) 77 70 80 75
Anax (nm) 578 460 494 484
Férmula Con13N205SNaCF C34H25K2N1101183 ngHzonNmOMSz C18H17FeN4Na2011
linear 3Na S

? Nome no indice Internacional de Corantes (Cl, do inglés “Colour Index International’)
® Numero EINECS (EINECS, do inglés “European Inventory of Existing Chemical Substances”)
° Numero no indice Internacional de Corantes
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Figura 4.1. Estrutura quimica dos corantes para couro estudados no trabalho: a) Azul acido 161; b) Preto acido 210; ¢) Vermelho acido 357;

d) Marrom acido 414

Fonte: adaptado de Pubchem (https:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).
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4.2.Coleta e isolamento de micro-organismos

As cepas dos basidiomicetos causadores de podriddo branca da madeira,
potenciais produtores de enzimas ligninoliticas, foram isoladas a partir de diversas
amostras ambientais de uma coleta realizada no Parque da Gruta dos indios,

localizado na cidade de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul - Brasil.
4.2.1. Localizagéo e descrigéo da area de coleta

O Parque da Gruta dos indios insere-se no amplo corddo verde pertencente
a cidade de Santa Cruz do Sul (Fig. 4.2). Essa area esta localizada na zona
urbana ao norte e leste do municipio. Conforme o Decreto n® 4117 de 1994, é uma
area de 463,79 hectares de vegetagcédo secundaria, com perimetro linear de 32 km
(Fig. 4.3). A altitude varia entre 50 e 150 metros acima do nivel do mar, o clima é
classificado como subtropical umido, com temperaturas médias inferiores a 15°C
nos meses de inverno e superiores a 20°C nos meses de verao (Bencke; Soares,
1998; Morales; Kohler, 2008; Wenzel; de Quadros, 2012).

CINTURAD
VERDE

SANTA CRUZ
DOSUL

ATLANTICO

Figura 4.2. Mapa de localizagao do cinturdo verde na zona urbana de Santa Cruz do Sul e do
municipio no Estado do Rio Grande do Sul
Fonte: adaptado de Bencke e Soares (1998) e Wenzel e de Quadros (2012).
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UNISC: nlversidae L
de Santa Cruz do Sul

Santa Cruz
do Sul

Figura 4.3. Mapa de localizagéo da area de coleta
Fonte: adaptado do Servigo de Mapa de Google Maps™.

As diferentes formacgdes florestais presentes no Rio Grande do Sul sdo em
sua maioria classificadas como mata atlantica (Jurinitz; Jarenkow, 2003). Dentro
desse bioma, a vegetacéo arborea que conforma o cinturdo verde de Santa Cruz é
considerada como um ecossistema associado denominado floresta estacional
secundaria em avangado estagio de desenvolvimento, com predominio das

espécies Lauraceas, Leguminosas e Sapindaceas (Bencke; Soares, 1998).
4.2.2. Coleta e armazenamento de amostras

Esta etapa consistiu-se na coleta de corpos de frutificagdo (basidiocarpos)
bem desenvolvidos crescendo em arvores e arbustos e em pedagos de madeira,
guardadas em sacolas plasticas individuais e levadas ao Laboratério de Estudos
em Couro e Meio Ambiente (LACOURO) onde foram armazenadas a 4°C até sua
posterior utilizagao.

Fizeram-se registros fotograficos (in situ) procurando destacar tanto as
caracteristicas fenotipicas dos isolados como seus bi6topos, visando facilitar uma

posterior identificagdo morfoldgica.
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4.2.3. Isolamento de cepas fungicas

Os basidiocarpos coletados foram lavados com agua destilada estéril e
desinfetados com uma solugédo de 3% de peroxido de hidrogénio durante 1 min
(Hernandez-Luna et al., 2008). Uma vez esterilizados, pedagos de micélio de 5
mm? foram retirados dos basidiocarpos e incubados a 30°C durante uma semana
no meio de isolamento (Barrasa et al., 2014). Esse meio, denominado meio MEA-
BC, consistiu no meio comercial Agar Extrato de Malte (MEA, do inglés “Malt
Extract Agar’) a 2% (m/v) complementado com os antibioticos Cloridrato de
tetraciclina e Cloranfenicol® 0,01% (m/v), para evitar o crescimento de bactérias,
e com o fungicida Benomyl® 1% (m/v), para favorecer o crescimento de fungos da
podriddo branca sobre outros fungos ambientais (Kiiskinen et al., 2004). O meio
comercial MEA e o Cloranfenicol® foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1
atm de pressdo durante 15 min. O antibiético Cloridrato de tetraciclina e o
fungicida Benomyl® foram esterilizados usando filtro Millipore® de 0,45 ym de
Millipore Corp. (Billerica, MA, USA) e posteriormente adicionados assepticamente
ao meio.

Repicagens sucessivas foram necessarias até que obtiveram-se culturas
puras. Uma vez puras, as culturas foram examinadas no microscoépio e a presenca
de hifas septadas e formacdo de fibulas confirmaram a natureza de
basidiomicetos dos isolados (Barrasa et al., 2014; Hernandez-Luna et al., 2008).
Tamanho, forma e cor da colbnia, além de forma e tamanho das hifas, também

foram verificados para ajudar na identificagdo morfolégica.

4.2.4. Conservagéo e reativagdo dos isolados

Objetivando a preservagdo dos micro-organismos, os isolados foram
cultivados em meio comercial Agar Batata Dextrose (PDA, do inglés “Potato
Dextrose Agar”), conservados com 6leo mineral e armazenados a 4°C. As cepas
isoladas foram reativadas antes de serem usadas mediante o cultivo em 2% do

meio comercial MEA e incubadas a 30°C durante 7 dias.
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4.3. Ensaios em meio sélido

As cepas isoladas foram submetidas a uma triagem em placa de Petri
contendo o meio de cultura soélido complementado com diferentes compostos
indicadores da atividade ligninolitica, para avaliar qualitativamente a produgéao de
enzimas com capacidade de degradar lignina, e com os corantes, com o objetivo

de avaliar o potencial de descoloracéo.
4.3.1. Meio de cultura sélido e preparagdo do inéculo

Foram usadas placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo 20 mL do
meio comercial MEA complementado com diferentes substratos indicadores ou os
corantes para couro a serem degradados. Cada indicador enzimatico ou corante
foi adicionado individualmente ao meio nutritivo Agar Extrato de Malte (MEA).
Usaram-se os indicadores guaiacol (meio MEA-GUA), ABTS (meio MEA-ABTS),
siringaldazina (meio MEA-SYR), cloreto de manganés (meio MEA-CM) e os
corantes AB210 (meio MEA-Preto), AR357 (meio MEA-Vermelho), AB161 (meio
MEA-Azul) e MA414 (meio MEA-Marrom), sendo oito meios sodlidos diferentes
(Tab. 4.3). Os meios foram ajustados a um pH inicial de 5,5 usando HCI
(concentracao de 0,1 M) (Maximo et al., 2003) e foram esterilizados em autoclave
a 121°C e 1 atm de pressédo durante 15 min. Os substratos indicadores e os
corantes foram esterilizados mediante filtracdo (filtro Millipore®) em uma
concentracdo de 100 mgL™", para os indicadores, e 200 mgL™", para os corantes, e
adicionados assepticamente ao meio de cultura apos a esterilizagcdo do mesmo
em autoclave.

As placas foram inoculadas com um pellet de 5 mm? retirado da suspensao
de micélio em crescimento das culturas reativadas e incubadas a 30°C durante
duas semanas ou até que as reagbes com os substratos foram evidentes.
Todos os experimentos em meio sélido foram realizados em triplicata e usou-se

um meio ndo inoculado como controle abidtico.
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Tabela 4.3. Composicao do meio sélido usado na triagem em meio sélido

Composigao - .
Composto % (miv) Funcio Referéncia
Extrato de Malte 2,0
Extrato de 04 Baccar et al. (2011),
Levedura ’ Crescimento Barrasa et al. (2014) e
Glicose 1,0 Kiiskinen et al. (2004)
Agar 1,5
Indicador de atividade Barra’lsa etal. (2014),
GUA 0,01 oxidase/peroxidase Hernandez-Luna et al.
’ extracelular (2008) e Kiiskinen et al.
(2004)
Barrasa et al. (2014),
Indicador da atividade Jarosz-Wilkotazka et al.
ABTS 0,01 L (2002), Saroj et al (2014)
ac : o
e Zouari-Mechichi et al.
(2006)
SYR 0,01 Indicador dg atividade .
LiP Jarosz-Wilkotazka et al.
i ivi 2002
MnCl, 0,01 Ind|cad0|;v|da atividade ( )
nP
Indicador do potencial Baccar et al. (2011) e
Corante Alvo 0,02 de descoloragao Barrasa et al. (2014).

4.3.2. Triagem da produg¢éo de enzimas ligninoliticas

Para testar a produgédo das enzimas ligninoliticas lacase, lignina peroxidase
dependente de manganés, foi seguida a técnica de triagem em placa de Petri
reportada por Jarosz-Wilkotazka et al. (2002), na qual a avaliagédo da atividade
ligninolitica foi considerada positiva quando os substratos foram transformados
pelas oxidases e/ou as peroxidases extracelulares e a reacdo foi indicada
dependendo das caracteristicas de cada substrato:

- A atividade de oxidases e/ou peroxidases extracelulares foi confirmada
pela formacao de um halo marrom avermelhado ao redor da zona de crescimento
do micro-organismo no meio MEA-GUA, indicando a oxidagdo do composto

guaiacol (Hernandez-Luna et al., 2008).
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- A atividade Lac foi considerada positiva quando no meio MEA-ABTS, o
composto ABTS foi oxidado formando o cation ABTS® que apresenta uma
coloragao verde escuro (Hernandez-Luna et al., 2008; Jarosz-Wilkotazka et al.,
2002; Zouari-Mechichi et al., 2006).

- A producéo de peroxidases, nas quais se incluiu LiP, foi avaliada seguindo
a reacao do substrato siringaldazina no meio MEA-SYR, que foi considerada
positiva quando SYR foi oxidado, formando um composto rosa ao redor do micélio
em crescimento (Jarosz-Wilkotazka et al., 2002).

- A atividade da enzima MnP foi indicada pela formacao de flocos marrons
que aparecem pela acumulagédo do 6xido de manganés (MnO;) no meio MEA-CM,

que conteve cloreto de manganés (Il) (Jarosz-Wilkotazka et al., 2002).
4.3.3. Triagem de descolorag&o de corantes para couro em meio solido

A capacidade de degradar os corantes sintéticos foi considerada positiva
pela formagcdo de um halo de descoloragédo ao redor do micélio em crescimento

como reportaram Baccar et al. (2011) e Barrasa et al. (2014).

4.4. Ensaios em meio liquido

Os isolados que mostraram reacado positiva para producdo de enzimas
ligninoliticas e/ou para descoloragdo de corantes sintéticos em meio de cultura
sélido, foram avaliados em outra triagem de acordo sua capacidade de degradar
os corantes para couro Azul 161, Marrom 414, Vermelho 357 e Preto 210 em
condigdes de fermentacdo submersa. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e usaram-se meios de cultura ndo inoculados que serviram como controle

abidtico.
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4.4.1. Preparacéo do inéculo

O inoculo para todos os experimentos em meio liquido foi preparado a partir
do isolado que apresentou os melhores resultados na triagem em meio sdlido.
Antes da inoculagado, o fungo foi reativado em meio MEA, crescendo a 30°C,
durante 7 dias. Uma vez que o micro-organismo foi reativado, trés pellets de 1
mm? foram cortados da periferia da suspens&o de micélio em crescimento e foram

usados como indculo para os caldos nutritivos.

4.4.2. Meio de cultura liquido

Usaram-se frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do Caldo
Extrato de Malte (MEB, do inglés “Malt Extract Broth”). O pH do meio foi ajustado
em 5,5 antes de ser esterilizado em autoclave (121°C, 1 atm, 15 min). O caldo foi
complementado com os corantes Azul 161, Marrom 414, Vermelho 357 e Preto
210, esterilizados por filtragao (filtro Millipore®) e adicionados assepticamente ao
meio em uma concentracdo de 200 mgL™". Os caldos MEB-Azul, MEB-Marrom,
MEB-Preto e MEB-Vermelho foram inoculados e incubados durante 10 dias em
camara incubadora refrigerada com agitacao orbital (Shaker) de Marconi
Equipamentos (MA832 - Piracicaba, SP, Brasil) a 30°C e 150 rpm (Baccar et al.,
2011; Maximo et al., 2003).

4.4.3. Triagem de descoloragéo de corantes para couro em meio liquido

A descoloragao foi medida por espectrofotometria seguindo a variagéo na
absorbancia no Ayax de cada corante (578 nm para o AB161, 460 nm para AB210,
484 nm para AB414 e 494 nm para AR357). Amostras de 3 mL foram retiradas
assepticamente dos meios antes de serem inoculados com os isolados fungicos e
apés 10 dias de crescimento em condicbes de fermentagcdo submersa. As
amostras foram centrifugadas a 6000 rpm durante 10 min e os sobrenadantes
foram utilizados para fazer os estudos espectrofotométricos (Maximo et al., 2003).
A absorbéancia do sobrenadante foi medida usando um espectrofotémetro UV/VIS
Cary100 de Varian Inc., (Palo Alto, CA, USA).
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A descoloracado foi dada em termos de porcentagem e calculada pela
diferencga entre a absorbancia das amostras antes e depois do tratamento (Park et

al., 2007; Saroj et al., 2014), seguindo a Equacéo 4.1.

Equacao 4.1. Descoloragéo (%).
Abs.i — Abs.f
—_— %

% Des =——r7

100

Sendo:
%Des: Porcentagem de descoloragao
Abs.i : Absorbancia inicial no Amax

Abs.f: Absorbancia final Nno Amax

4.5. Avaliagcdo monovariavel do efeito das condigboes de operagao no

processo de descoloragao de corantes para couro

Nesta etapa foi analisado mediante uma analise monovariavel, o efeito de
algumas condicbes de operagdao, como a concentracdo inicial de corante, a
agitacao, o pH inicial do meio de cultura e a temperatura, sobre o crescimento dos
micro-organismos e, portanto, sobre a descoloragédo dos corantes para couro.

Para esta etapa foi selecionado o corante que se degradou com mais
facilidade. Nos testes foram usados frascos Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL
de meio MEB suplementado com o corante. Os frascos foram inoculados como
descrito em 4.4.1. As condi¢cbes de operagcdao mantiveram-se constantes em pH
5,5, temperatura 30°C, concentragao inicial de corante 200 mgL Te agitacdo 150
rom, € s6 mudaram quando foi avaliado o efeito da respectiva condicdo de
operacao. No caso da analise do efeito da concentracdo inicial de corante e do
pH, foi realizada uma cinética de descoloracdo e amostras de 3 mL foram
retiradas todos os dias durante os 10 dias de incubacdo. Para as analises do
efeito da temperatura e da agitagdo, as amostras foram obtidas antes e depois do

tratamento.
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Todas as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 min e usou-se o
sobrenadante para medir a porcentagem de descoloragdo como descrito na Se¢ao

4.4.3. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.

4.5.1. Avaliacdo do efeito da concentragéo inicial de corante

Para avaliar o efeito causado pela concentragao inicial de corante no
crescimento do micro-organismo e no potencial de descoloragéo, usou-se 0 meio
de cultura MEB complementado com o corante em diferentes concentragdes que
variaram entre 100 e 800 mgL"' (Daassi et al., 2013; Saroj et al., 2014;

Senthilkumar et al., 2011). As outras condi¢gdes permaneceram constantes.
4.5.2. Avaliagéo do efeito do pH

O pH foi ajustado numa faixa de 2,0 a 7,0. Usaram-se solugdes 0,1 M de
NaOH e HCI para ajustar os valores (Daassi et al., 2013; Palmieri et al., 2005;
Saroj et al., 2014; Senthilkumar et al., 2014; Sharma et al., 2009). As outras

condi¢cdes mantiveram-se constantes.
4.5.3. Avaliagdo do efeito da agitacao

Para avaliar o efeito da agitagao repetiu-se o experimento variando-se as
condicOes de agitagao orbital. Foram comparadas as condi¢gbes de cultura estatica
e quatro diferentes agitagdes (50, 100, 150 e 200 rpm) (Daassi et al., 2013;
Swamy; Ramsay, 1999a; Yesilada, et al., 2002).

4.5.4. Avaliagéo do efeito da temperatura

Foi usada uma camara incubadora refrigerada com controle de temperatura
e agitacao orbital para incubar os meios MEB e avaliar o efeito da temperatura no
processo de descoloragdo em uma faixa de 20 a 40°C (Daassi et al., 2013;
Palmieri et al., 2005; Sharma et al., 2009).

74




Capitulo IV — Materiais e Métodos

4.6. Métodos analiticos

Com o objetivo de elucidar e analisar os diferentes mecanismos envolvidos
no processo de descoloracdo dos corantes, foram realizadas varias cinéticas de
crescimento do isolado SC10 durante 10 dias de incubacdo no meio MEB
suplementado com um dos corantes em uma concentragao inicial de 200 mgL™,
pH 5,5, agitagdo 150 rpm e temperatura 30°C. Por meio de diferentes métodos
analiticos mediu-se a quantidade de glicose residual, a produgdo de biomassa, a
atividade enzimatica ligninolitica e a descoloragao.

Usando o método destrutivo, amostras de 10 mL foram retiradas
assepticamente do meio de cultura MEB, inoculado com os isolados fungicos, a
cada 24 horas durante 10 dias de crescimento. As amostras foram centrifugadas a
6000 rpm durante 10 min e o sobrenadante foi utilizado para fazer as analises. Os
métodos espectrofotométricos foram desenvolvidos com um espectrofotdmetro
Cary100 (Varian Inc., USA). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
Os diferentes procedimentos analiticos sdo apresentados resumidamente na

Tabela 4.7, no final da secéo.

4.6.1. Método de medigcédo da atividade enzimatica

Como mencionado antes, varias enzimas estdo associadas ao sistema
enzimatico de degradagao da lignina dos WRF. Entre elas encontram-se a lacase,
a lignina peroxidase e a peroxidase dependente de manganés como as enzimas
mais estudadas. As trés tém sido reportadas por seu potencial para degradar
corantes industriais.

Assumindo a hipotese de que uma ou varias dessas enzimas estivessem
envolvidas na descoloracdo, seguiram-se diferentes métodos para confirmar a
producédo enzimatica extracelular durante a fermentagcdo submersa. Para todos os
meétodos, uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para catalisar 1 ymol de substrato por minuto (U= pmol min'1).
A atividade enzimatica foi dada em UL™, segundo a Equacéo 4.2, derivada da lei

de Lambert- Beer.
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Equacgao 4.2. Atividade Enzimatica

_ AADbs * Vigrg * 1000 * df
Esubs * L * Vcaldo * T

AE

Sendo:

AE  Atividade Enzimatica (UL™")

AAbs Absorbancia final — Absorbancia inicial

esups Coeficiente de extingdo molar da enzima pelo substrato especifico (mM™
cm™)

Vrotar VOlume da solugdo na cubeta de quartzo (mL)

Veardo VOlume do extrato enzimatico usado na reagédo (mL)

Vrotar VOlume da solugdo na cubeta de quartzo (mL)

103 Fator de conversdode mL a L

t Tempo em minutos
dr Fator de diluicéo
L Espessura da cubeta (cm)

- Atividade enzimatica lacase: a presenca da enzima lacase (E.C 1.10.3.2)
foi determinada baseando-se numa adaptacdo dos métodos usados por Heinzkill
et al. (1998) e Wang e Ng (2006). Seguiu-se a reagao enzimatica oxidativa do
sobrenadante do meio de cultura com o substrato ABTS. A solucdo de ABTS
continha 1 mM de ABTS em uma solugao tampao de acetato de sodio 0,2 M a pH
4,5. O aumento na absorbancia foi medido a 405 nm usando um coeficiente de
extingdo molar do ABTS oxidado de 36 mM™'cm™, durante os primeiros 5 min. A

mistura de reacdo é mostrada na Tabela 4.4

Tabela 4.4. Mistura de reacao para medigao da atividade Lac

Componente Volume (pL)

Solugdo ABTS 2 mM 750

Solugao de enzima

750

extracelular
Agua Destilada 1500
Volume total da reagao 3000
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- Atividade enzimatica lignina peroxidase: foi medida pelo método descrito
por Arora e Gill (2001) e Saroj et al. (2014), no qual se seguiu a oxidagao
enzimatica do substrato alcool veratrilico (VA) 2 mM a veratraldeido por meio da
enzima LiP (EC 1.11.1.14), usando uma soluc&o tampao de tartarato de sodio 50
mM em pH 3,0. A reacado consistiu na mistura do sobrenadante do meio de cultura
(onde estaria a enzima extracelular), o substrato VA e uma solugao de H,O, em
uma concentragdo de 0,4 mM (Tab. 4.5). A reagdo comegou com a adigao de
H,O, e a variagcdo na absorbancia foi medida a 310 nm durante 3 min. O
coeficiente de extingdo molar do veratraldeido a 310 nm é €310 = 9,3 mM 'ecm™
(Zouari-Mechichi et al., 2006).

Tabela 4.5. Mistura de reagéo para medigao da atividade LiP

Componente Volume (uL)
Tartarato de sodio 125 mM 1000
Alcool veratrilico 10 mM 500
Solugdo de H,0,2 mM 500
Solugdo de enzima 500
extracelular
Volume total da reacao 2500

- Atividade enzimatica da peroxidase dependente de manganés: a atividade
de MnP (EC1.11.1.13), produzida extracelularmente, foi medida como descrito
inicialmente por Wariishi et al. (1992) e adaptado por Maximo et al. (2003) na
medi¢cao de MnP extracelular produzida por Geotrichum sp. Seguiu-se a oxidagao
do substrato 2,6-dimetoxifenol (DMP) em uma concentragédo de 1 mM em solugao
tampéo de tartarato de sodio (concentragéo de 0,1 M) a pH 4,5. Foi adicionado
H.O, (0,1 mM) e MnSO4 (1mM) para induzir a reagdo, que foi medida por
espectrofotometria seguindo o aumento da absorbancia a 469 nm durante 10 min.
Usou-se um coeficiente de extingdo molar de €469 = 27,5 mM~'cm™"(Martinez et al.,
1996) (Tab. 4.6).

77




Estudos de descoloracao de corantes para couro pelo isolado nativo Trametes villosa SC10

Tabela 4.6. Mistura de reacao para medigao da atividade MnP

Componente Volume (pL)
Tartarato de sddio 250 mM 1000
DMP 5 mM 500
Solugao de H,0,1 mM 250
MnSO4 10 mM 250
Solugao de enzima 500

extracelular

Volume total da reagao 2500

4.6.2. Método da medigdo do consumo de glicose

A glicose residual, presente no meio de cultura, foi determinada pelo
método do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), desenvolvido por Miller (1959) e
usado por Maximo et al.(2003) e Swamy e Ramsay (1999b) para medir o consumo
de glicose por WRF em crescimento. Trata-se de um método colorimétrico, no
qual sdo quantificados os agucares redutores presentes no meio residual. O teste
baseia-se na reagao entre o agucar redutor e o DNS (cor amarelo), que é reduzido
a acido 3-amino-nitrosalicilico (cor avermelhado) (Miller, 1959). Foi construida uma
curva padrdo com concentracdes conhecidas de glicose (0,10 a 1 gL™') a partir de
uma solugao padréo de glicose 1 gL'1. Para obter a curva de calibracdo foram
misturados em tubo Falcon® 500 yL da solugdo padréo de glicose e 500 pyL do
reagente DNS. O tubo foi aquecido a 100°C por 5 min e, posteriormente, resfriado
em banho de gelo por outros 5 minutos. A mistura foi diluida em 2 mL de agua
destilada e foi medida a absorbancia a 540 nm. Finalmente foi plotada a
concentracido de glicose (gL™') e a absorbancia (ABS) obtida a partir do teste com
o DNS de cada amostra, e foi calculada a Equacao da reta por regressao linear.
Uma vez terminada a curva de calibracdo, foi misturado 1 mL do sobrenadante
das amostras retiradas diariamente durante os 10 dias de fermentagcdo submersa
com 1 mL do reagente DNS. Mediu-se a absorbéancia da mistura a 540 nm e a
partir da equagao da reta da curva de calibragao foi calculada a concentragao de

glicose residual de cada amostra.
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4.6.3. Método da medicdo da produgédo de biomassa

Para determinar a quantidade de biomassa produzida durante os 10 dias de
incubacgao, foi utilizado o método gravimétrico de peso seco, usado por Maximo et
al. (2003), para medir a quantidade de biomassa produzida por Geotrichum sp. na
biodegradacdo de corantes azoicos e aplicado por Baccar et al. (2011) na
determinagao da biomassa produzida por Trametes versicolor na biodegradagéo
do corante para couro Black Dycem TTO.

O método consistiu na filtragcdo do caldo MEB com o corante usando uma
membrana de nitrocelulose (Filtro Whatman®, 45 um de poro, 50 mm de diametro)
com peso conhecido. As células fungicas retidas no filtro foram cuidadosamente
lavadas com agua destilada para que nao houvesse perda de biomassa. Apos a
fitragem, as membranas foram colocadas em placas de Petri tampadas e secas
em estufa a 105°C por 24 horas (Baccar et al., 2011; Maximo et al., 2003).

Apos este periodo, as membranas de nitrocelulose foram retiradas das
placas de Petri e pesadas novamente na balanga analitica. O resultado foi
expresso em gramas de biomassa seca por litros de meio de cultura, como

mostrado na Equacéo 4.3.
Equagio 4.3. Producdo de Biomassa (gL™)

WMBiomassa - WMSem Biomassa

Biomassa (gL™1) =

Vol Exp
Sendo:
Biomassa Quantidade de Biomassa produzida na fermentagao (gL™")
WM Biomassa Peso final da membrana com a biomassa seca (g)

WM sem piomassa  P€S0 inicial da membrana (g)

Vol Exp Volume do meio de cultura MEB (100 mL para todos os casos)
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4.6.4. Método da medicdo da descoloracéo

A descoloragcdo foi medida por espectrofotometria seguindo o método
descrito na Secao 4.4.3, no qual se seguiu a variagdo na absorbancia no Ayax do
corante. Usou-se a Equacgao 4.1 para calcular o valor da remocéo da cor. Nesse
caso a Absy foi substituida pelo valor de absorbancia obtido em cada ponto da
cinética (as amostras foram retiradas a cada 24 horas durante 10 dias de
crescimento). Isto permitiu medir detalhadamente o processo de descoloragao ao

longo do tratamento.

Tabela 4.7. Resumo dos procedimentos analiticos empregados

Parametro Método Referéncia
Foi determinada por espectrofotometria, Baccar et al.(2011);
Descoloragao medindo a diminuigao na absorgao No Anax Park et al. (2007); Saroj
do corante et al.(2014)

Maximo et al. (2003);

Glicose Foi determinada pelo método do acido 3,5- .
X L o ’ Miller (1959); Swamy e
residual dinitrossalicilico (DNS) Ramsay (1999b)
Biomassa Mediu-se o peso seco da biomassa a 105 °C Baccar et al. (2011);
por 24 h Maximo et al. (2003)

Lac: seguiu-se por espectrofotometria a
reagao enzimatica do sobrenadante do meio
de cultura com substrato ABTS

Heinzkill et al. (1998);
Wang e Ng (2006)

Atividade LiP: consistiu na reagéo de alcool veratrilico Arora e Gill (2001);
o (VA) a veratraldeido em presenga de H,0, Saroj et al. (2014)
enzimatica
MnP: foi medida seguindo por
espectrofotometria a reagao de MnP Martinez et al. (1996);
extracelular com DMP, em uma solugao com Maximo et al. (2003)

H202 e MnS0O4

4.7. Planejamento experimental para otimizagao das variaveis de operagao

Na Secao 4.5 fez-se uma analise inicial monovariavel do efeito linear de
algumas variaveis operacionais sobre o processo de remog¢ao do corante em meio
liquido. Esse método classico de otimizagao que consiste na variacdo de um fator

por vez, enquanto as outras variaveis se mantiveram constantes.
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Esses experimentos possibilitaram conhecer o efeito das variaveis e as
faixas nas quais se evidenciou o melhor crescimento do micro-organismo e
remogcdo do corante, entretanto, ndo permitiram verificar as interacbes entre
diferentes variaveis e os efeitos quadraticos das mesmas.

Objetivando obter uma avaliagdo mais precisa da influéncia de uma
determinada variavel sobre o processo de descoloracao, de analisar as interaces
de segunda ordem entre variaveis e de buscar uma otimizagao operacional, foi
aplicado o método de planejamento Delineamento Composto Central Rotacional
(CCD, do inglés “Central Composite Design”) e a metodologia de superficie de

resposta (RSM, do inglés “Response Surface Methodology”).

4.7.1. Planejamento Experimental

Aplicou-se 0o método de CCD a fim de se obter um modelo estatistico
quadratico (Box; Hunter, 1957; Box; Wilson, 1951). A matriz genérica do CCD
usada nesta etapa dos experimentos € apresentada na Tabela 4.8 para k fatores
de estudo. O modelo estatistico gerado a partir desse planejamento € apresentado

na Equacéo 4.4.

Equacgao 4.4. Modelo estatistico
k-1

Kk k
z z .Binin'i'ZﬁiiXiz"'E

=1 j=i+1 i=1

k
Ymoa = Po + Z BiXi+
i=1

Sendo:

Ymoa OS valores preditos pelo modelo

Bo A média dos valores de y

Bi Os coeficientes dos efeitos principais dos fatores de estudo

Bij Os coeficientes dos efeitos de interagdo dupla dos fatores de estudo
Bii Os coeficientes dos efeitos quadraticos dos fatores de estudo

X; Sao as variaveis referentes aos fatores

€ Erro de predicdo do modelo
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Tabela 4.8. Matriz genérica para o planejamento CCD

Experimento X4 Xz Xk
1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1

2" +1 +1 +1 +1

2%+1 -a 0 0 0
2%+2 +a 0 0 0
2%+3 0 -a 0 0
2"+2:k +a
2"+2-k+PC1 0 0 0 0
2*+2-k+PC2 0 0 0 0

*Sendo k o numero de fatores estudados, a os pontos axiais, sendo seus valores
codificados calculados a partir da raiz quarta de 2% e PC os pontos centrais.

O desenho experimental baseou-se em 16 ensaios (2%), mais 8 pontos
axiais e 4 pontos centrais (PC), totalizando 28 experimentos. Os fatores que foram
estudados (variaveis independentes) incluiram a concentragao inicial de corante
(100-300 mgL™"), a temperatura (25-35°C), o pH (3,0-6,0) e a agitacdo (0-200 rpm).
Os niveis inferior e superior foram definidos a partir dos resultados dos
experimentos iniciais de analise do efeito das variaveis operacionais e dados
experimentais reportados no levantamento bibliografico (Maximo et al., 2003; Park
et al., 2007; Saroj et al., 2014). Definiu-se a porcentagem de remogao de corante,
Equacdo 4.1, como uma unica variavel dependente. A Tabela 4.9 apresenta as

variaveis independentes e seus respectivos niveis reais e codificados.

Tabela 4.9. Valores reais das variaveis do CCD e seus respectivos niveis codificados

Variaveis Niveis
-2 -1 0 +1 +2
pH 3,0 3,75 4,5 5,25 6,0
Temperatura (°C) 25 27,5 30 32,5 35
Agitagado (rpm) 0 50 100 150 200
Concentragéo (mgL™) 100 150 200 250 300
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A Tabela 4.10 apresenta o planejamento experimental CCD com as

variaveis independentes e seus respectivos niveis codificados.

Tabela 4.10. Planejamento delineamento composto central rotacional CCD

T | Agt. [C] T | Agt. [C]
B0 | PR ey | rpm) | mat) | B | PR | ey | (rpm) | (maL)

1 -1 -1 -1 -1 15 1 1 1 -1
2 -1 -1 -1 1 16 1 1 1 1
3 -1 -1 1 -1 17 -2 0 0 0
4 -1 -1 1 1 18 2 0 0 0
5 -1 1 -1 -1 19 0 -2 0 0
6 -1 1 -1 1 20 0 2 0 0
7 -1 1 1 -1 21 0 0 -2 0
8 -1 1 1 1 22 0 0 2 0
9 1 -1 -1 -1 23 0 0 0 -2
10 1 -1 -1 1 24 0 0 0 2
11 1 -1 1 -1 25 0 0 0 0
12 1 -1 1 1 26 0 0 0 0
13 1 1 -1 -1 27 0 0 0 0
14 1 1 -1 1 28 0 0 0 0

T: Temperatura (°C), Agt.: Agitagéo (rpm), [C]: Concentragao inicial de corante (mgL'1)

Os valores obtidos no CCD foram interpretados de acordo com analise de
variancia (ANOVA). Essas analises foram realizadas com base no teste F-Fischer,
relacionando a variancia entre dois grupos (diferentes tratamentos) e a variancia

dentro de um grupo (variancia experimental). As hipoteses formuladas foram:

Equacao 4.5. Hipoteses nula

2 = g,2

HO = O-a
Equacgao 4.6. Hipoteses alternativa

H, = 0,% # 0p°

Sendo:

Hy Hipotese nula

H, Hipotese alternativa

Oa Variancia associada ao tratamento

Ob Variancia associada ao errO
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A hipotese nula (Hp) foi testada frente a possibilidade de rejeicdo quando a
mesma era verdadeira (afirmar que existe diferenga entre os tratamentos quando
na verdade nao existe — Erro tipo 1), sendo determinada a probabilidade de
ocorréncia do Erro tipo | (p). Foi considerada significativa a hipdtese de rejeicéao
quando a probabilidade do Erro tipo | foi inferior a 5 % (p<0,05).

Os modelos estatisticos foram gerados eliminando os efeitos nao
significativos sobre as respostas, através do método dos minimos quadrados
utilizando o software Statistica® 10.0 (Statsoft, USA).

4.7.2. Ajuste do modelo estatistico

Os modelos gerados foram submetidos a analise de variancia, comparando
a variancia associada ao modelo e os dados experimentais com a variancia
experimental, conforme as hipdteses citadas anteriormente (Equagao 4.5), sendo
considerado o modelo preditivo quando a probabilidade de erro ao rejeitar a
igualdade entre as variancias for inferior a 15 % (p<0,15), além dos valores do

coeficiente de determinagao (R?) e erro relativo médio (E).

4.7.3. Estudos de descoloracdo em meio liquido com as condi¢cbes de

operagao otimizadas

Com o objetivo de comprovar se os dados preditos pelo modelo usado no
planejamento experimental correspondiam a resultados otimizados, foram
repetidos os experimentos em meio liquido, informado na Secéo 4.4, e as analises
descritas na S ecdo 4.6, nas condicbes otimas indicadas pelos resultados da

analise estatistica.

4.8. Identificagcdo molecular dos isolados flingicos

O isolado fungico que apresentou os melhores resultados de remogao dos
corantes foi submetido a um processo de identificagdo molecular desenvolvido no

Laboratério de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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O DNA ribosomal foi extraido e purificado a partir das culturas puras
crescendo em meio comercial Agar Extrato de Malte (MEA) a 30°C. A extracg&o foi
realizada seguindo o protocolo de UltraClean® Soil DNA Isolation Kit de Mobio
Laboratories Inc. (Carlsbad, CA, USA). Apos a extracdo, um fragmento de
aproximadamente 650 pb da regido ITS (do inglés “Internal Transcribed Spacer’)
do DNA ribosomal (rDNA) foi amplificado via PCR (PCR, do inglés “Polymerase
Chain Reaction”) usando um protocolo de termociclagem. O sequenciamento da
regidao do rDNA ITS1-5.8S rDNA-ITS2 foi realizada utilizando os primers universais
especificos para fungos ITS5 e ITS4 (White et al.,, 1990) mostrados na Tabela
4.11. As condi¢des de amplificagcéo incluiram a desnaturagao inicial (94°C durante
5 min), seguido de 35 ciclos de desnaturacdo (94°C durante 1 min), anelamento
(55°C durante 30 s), extensao (72°C durante 1 min) e uma extensao final (72°C
durante 10 min) em termociclador. Os produtos de PCR foram examinados por
eletroforese sobre um gel de agarose 1,5%, a 100V por 45min, e corados com
GelRed ® para visualizagao em luz Ultravioleta e foi sequenciado pelo Centro de
Biotecnologia ACTGene — Ludwing Biotec (Alvorada, RS, Brasil).

As sequéncias obtidas foram processadas e comparadas com sequencias

tipo, depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A busca de

similaridade das sequencias foi realizada usando o algoritmo BLAST (em inglés:
Basic Local Alignment Search Tool), onde uma identidade de 99-100% permitiu a

identificacdo do isolado em até o nivel taxonémico de espécie.

Tabela 4.11. Primers para PCR que usados na amplificagcao das regides 18S e ITS

Primers Sequéncia (5> 37) Referéncia
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG (White et
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC al., 1990)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta o0s principais resultados obtidos no
desenvolvimento da pesquisa. Esses dados sdo analisados e discutidos mediante
uma comparagdo com os resultados dos trabalhos de outros autores. O capitulo
esta estruturado em cinco seg¢bes diferentes: na primeira sdo apresentados o0s
dados da coleta e isolamento dos micro-organismos. Na segunda parte séo
mostrados e discutidos os resultados da triagem para avaliar a produgdo de
enzimas ligninoliticas e a descoloragdo de corantes em meio sélido. Na terceira
parte se faz referéncia aos experimentos de descoloracdo em meio liquido,
incluindo os métodos usados para analisar os efeitos das varaveis operacionais e
entender os mecanismos envolvidos na descoloragdo. A quarta segéo é relativa a
otimizagdo do processo mediante o planejamento experimental (CCD) e a
metodologia de Superficie de Resposta (RSM) e a quinta parte compreende a

identificagdo molecular do isolado com os melhores resultados



Capitulo V — Resultados e Discussao

5.1. Coleta e isolamento de fungos

Foi coletado um total de trinta e cinco exemplares de fungos crescendo em
pedagcos de madeira em decomposi¢cao de arbustos, ramos e tocos de arvores
numa zona do Parque da Gruta dos indios, na cidade de Santa Cruz do Sul, RS-
Brasil. A maioria eram basidiomicetos de podriddo branca, classificados
morfologicamente dentro dos géneros Trametes, Ganoderma e Pycnoporus, entre

outros. Na Figura 5.1 sdo mostrados alguns dos basidiocarpos de WRF coletados.

Figura 5.1. Amostras de basidiocarpos dos fungos coletados: a) SC03; b) SC07;
c) SC11; d) SC27

O fungo coletado SC10 foi localizado a uma latitude 29°42°42.38” Sul e a
uma longitude 52°24'44.09” Oeste, crescendo solitariamente em um galho perto
do solo. Seguindo a chave de caracterizagdo morfoldgica de Hood (2006), o corpo
de frutificacdo apresentou um basidiocarpo com longevidade anual, do tipo séssil
a efluso-reflexo e estava imbricado lateralmente ao substrato. O pileo tinha um
formato aplanado e flabeliforme. A superficie abhimenial tinha coloragado branca-
creme, vilosa e concentricamente zonada. A superficie himenial pordide tinha uma
coloragao creme-clara a tons de amarelo escuro, com 2 a 4 poros por mm (Fig.
5.2).
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Figura 5.2. Basidiocarpo do fungo coletado SC10: a) Vista superior; b) Vista inferior

Na etapa de isolamento, embora fossem usados antibidticos e fungicidas
para favorecer o crescimento de fungos de podriddao branca no meio MEA-BC,
problemas de contaminagdo com micro-organismos ambientais como bactérias,
leveduras e principalmente outros fungos (Aspergillius sp., Trichoderma sp. e
Penicillium sp.), afetaram a primeira etapa da pesquisa. E recomendado fazer uma
correta manipulagao das amostras e ser rigoroso na aplicagdo dos mecanismos de
limpeza dos corpos de frutificagdo para evitar problemas de contaminagao
cruzada. Uma vez padronizados os métodos de coleta e limpeza do material, o
meio MEA-BC garantiu o correto crescimento e desenvolvimento das cepas
coletadas, produzindo grandes quantidades de micélio fungico. Foi possivel isolar
trinta cepas diferentes que foram analisadas macroscépica e microscopicamente,
e a partir das quais foram preparados os indoculos para os experimentos

posteriores (Fig. 5.3).

Figura 5.3. Isolados puros crescendo no meio MEA-BC apés seis dias de incubagao a 30°C: a)
SCO02; b) SC11
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O isolado SC10 apresentou um profuso crescimento micelial branco, com
aspecto de algodao, em disposi¢cdo concéntrica a partir do indculo. A analise
microscopica, usando-se o corante azul de metileno, permitiu confirmar a natureza
de basidiomiceto do isolado SC10, mostrando a formacéo de fibulas ou “clamp-
connection” (Barrasa et al., 2014; Hood, 2006), além de hifas septadas,
basididsporos e hifas vegetativas (Fig 5.4).

a) Hifas —>

septadas

Fibula— &

-

Figura 5.4. Caracteristicas morfolégicas do isolado SC10 depois de seis dias de incubagao a 30°C
em meio MEA: a) Estrutura macroscoépica; b) Estrutura microscépica tingida com azul de metileno
(Aumento 100X)

As caracteristicas morfologicas, tanto macroscoépicas quanto microscopicas,
colocaram o isolado SC10 dentro do género Trametes, sendo provavelmente a
espécie T. hirsuta ou T. villosa, tipos de fungos bastante comuns no Rio Grande
do Sul (Reck; da Silveira, 2008).

5.2. Ensaios de descoloragao em meio soélido

As trinta cepas isoladas foram submetidas a uma triagem inicial em placa
de Petri, visando avaliar a produ¢cdo de enzimas ligninoliticas em meio sdlido.
Aqueles isolados que apresentaram os melhores resultados para atividade
enzimatica extracelular foram testados mediante uma segunda triagem de acordo

a sua capacidade para descolorir os quatro corantes para couro em meio solido.
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5.2.1. Triagem de produg¢éo de enzimas ligninoliticas

Das trinta cepas avaliadas nesta etapa, onze oxidaram o substrato guaiacol
no meio MEA-GUA, formando um halo marrom avermelhado ao redor da zona de
crescimento. Isso indicou a producdo de enzimas oxidases e/ou peroxidases
extracelulares. Segundo Kiiskinen (2004), os WRF que apresentaram alguma
atividade no meio MEA-GUA tiveram resultados similares quando foram testados
em meios com outros substratos indicadores ou corantes poliméricos (Kiiskinen et
al., 2004). A producao de enzimas com potencial oxidativo foi confirmada no meio
MEA-ABTS, ja que os mesmos onze micro-organismos apresentaram atividade
enzimatica extracelular, indicando a oxidacdo do cation ABTS® pela acdo da
enzima lacase. A reacao foi revelada pela formagdo de um halo escuro ao redor
do micélio. Resultados similares reportaram Zouari-Mechichi et al. (2006), que ao
fazer uma triagem de WRF nativos com o substrato ABTS observaram que o
isolado Trametes trogii B6J formou rapidamente um halo esverdeado ao redor do
micélio. A partir desse isolado conseguiram isolar e purificar duas isoenzimas de
lacase (Zouari-Mechichi et al., 2006).

O isolado SC11, por outro lado, foi o unico a apresentar alguma atividade
no meio de cultura MEA-SYR, sugerindo a produgdo de peroxidases
extracelulares, provavelmente LiP (Jarosz-Wilkotazka et al., 2002). No entanto,
nenhum dos outros dez isolados apresentaram alguma atividade neste meio de
cultura. Uma possivel explicagdo para isso € que as enzimas peroxidases de
algumas espécies de WRF precisam de outros cofatores como peréxido de
hidrogénio ou mediadores de baixo peso molecular (Hernandez-Luna et al., 2008),
condi¢cbes que nao foram garantidas nesta analise. As cepas SC02 e SC10 foram
as unicas que apresentaram uma minima formacao de flocos marrons no meio de
cultura MEA-CM, sugerindo a produgdo da enzima peroxidase dependente de
manganés, responsavel por oxidar o cloreto de manganés Il presente no meio, tal
como indicou Jarosz-Wilkotazka et al. (2002) ao fazer uma triagem para a

producédo da enzima MnP em meio sdlido.
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O isolado Trametes sp. SC10 foi o fungo que mostrou os melhores
resultados em termos de extensido e rapidez. No meio MEA-GUA, essa cepa
formou um fino halo marrom avermelhado ao redor do micélio em sete dias de
incubacéo a 30°C. Na parte inferior da biomassa, o micélio também cresceu com
esta cor (Fig. 5.5 b-c ver A). No meio MEA-ABTS, o isolado também formou um
halo marrom escuro (Fig. 5.5 d ver ¢), embora na literatura se mencione um halo
verde escuro (Zouari-Mechichi et al., 2006). A diferenca se deve a uma mistura de
cores, ja que o meio de cultura usado neste teste (MEA) apresentou uma cor
amarela intensa. O fungo expressou esta atividade em cinco dias de cultura, mais
rapido do que no meio MEA-GUA.

No meio MEA-CM, a cepa de Trametes sp. SC10 demorou um pouco mais
para crescer (dez dias). O micélio formado foi um pouco diferente,
morfologicamente, apresentando uma coloragdo mais amarelada e uma textura

mais rugosa. Na vista inferior percebeu-se a formagéo dos flocos marrons na zona

Figura 5.5. Trametes sp. SC10 crescendo no meio de cultura: a) MEA (controle) apds seis dias;
b) MEA-GUA (vista superior); ¢c) MEA-GUA (vista inferior) apds sete dias; d) MEA-ABTS apds cinco
dias; e) MEA-CM (vista superior) e f) MEA-CM (vista inferior) apds dez dias
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Os resultados da triagem em meio sélido, para se avaliar a produgao de
enzimas ligninoliticas extracelulares, mostraram o potencial do isolado SC10 para
oxidar distintos tipos de substratos. Essa capacidade esteve associada a produgéo
das enzimas Lac e MnP. Hernandez-Luna et al. (2008), que também isolaram
varios WRF nativos, obtiveram resultados similares com seus isolados CS5 e
CU1, posteriormente identificados como T. villosa e T. hirsuta. Os autores
testaram adicionalmente a descoloracdo em meio sélido e liquido dos corantes
sintéticos Remazol Brilliant Blue R, Acid Red 44 e Cristal Violeta, atingindo altos
valores de descoloragcdo (Hernandez-Luna et al., 2008). Similarmente, Jarosz-
Wilkotazka et al. (2002) confirmaram que o isolado da espécie Trametes
versicolor, que mostrou atividade nos meios com ABTS, SYR e Mn?*, também
conseguiu degradar eficientemente os corantes industriais Basic Blue 22 e Acid
Red 183 em meio sdlido (Jarosz-Wilkotazka et al., 2002). Os autores Barrasa et al.
(2014) reportaram também que as cepas de T. versicolor e T. pubescens, que
mostraram atividade enzimatica extracelular nos meios soélidos com guaiacol,
siringaldazina e ABTS, também degradaram os corantes Reactive Blue 38 e
Reactive Black 5 em meio solido MEA (Barrasa et al., 2014). Por causa dessas
ragcdes o isolado Trametes sp. SC10 foi selecionado para testar a descoloragao
dos quatro corantes para couro em uma segunda triagem em meio solido e
posteriormente em meio liquido.

O sistema de triagem em meio sélido, usado para avaliar a produgao de
enzimas ligninoliticas por isolados de basidiomicetos nativos, funcionou
corretamente, sendo um método rapido e efetivo para avaliar cepas produtoras de
enzimas ligninoliticas que tém multiplas aplicagdes biotecnoldgicas. No entanto, o
método usado ainda ndo analisou outros fatores como a fontes de nutrientes, o
uso de mediadores e de indutores e o efeito dos inibidores. Devido ao fato que a
expressao do sistema enzimatico ligninolitico pode variar entre as diferentes
espécies de fungos de podriddao branca, esses fatores também precisam ser
analisados em um estudo adicional (Jarosz-Wilkotazka et al., 2002; Zouari-
Mechichi et al., 2006).
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5.2.2. Triagem da descoloracdo de corantes para couro em meio solido

O isolado Trametes sp. SC10, que apresentou os melhores resultados na
triagem inicial, foi avaliado em um segundo teste no qual se mediu a capacidade
da cepa de descolorir corantes para couro em meio de cultura sélido MEA. Os
corantes para couro AB161, AB414, AB210 e AR357, foram adicionados ao meio
em uma concentracdo inicial de 200 mgL'. A descoloracdo foi avaliada
qualitativamente pela formagcdo de um halo de descoloragdo ao redor do micélio
fungico ou pela biossor¢gao do corante por parte da biomassa.

O fungo ocasionou uma transformagdo em todos os corantes, mas os
resultados variaram para cada um. No meio MEA-Azul, por exemplo, o isolado
conseguiu formar um halo de descoloragao rapidamente, porém em dez dias de
incubacao nao foi capaz de degradar o corante remanescente (Fig. 5.6 €). No
meio MEA-Marrom o fungo obteve os piores resultados. Em dez dias de incubagao
o isolado s6 conseguiu uma diminui¢gdo na intensidade da cor e ndo evidenciou-se
a formacéo de um halo de descoloragao (Fig. 5.6 f). Resultados contrarios foram
obtidos com o corante Preto 210. No meio MEA-Preto o isolado formou um halo de
descoloracdo ao redor do micélio, mas o corante remanescente ndo apresentou
nenhuma alteragdo em oito dias de incubacao (Fig. 5.6 g). A cepa de Trametes sp.
mostrou os melhores resultados no meio MEA-Vermelho, onde além de formar
um halo de descoloracdo, diminuiu a intensidade da cor remanescente no meio de
cultura em seis dias de incubagdo (Fig 5.6 h). Os controles abibticos
permaneceram sem nenhuma alteracdo nos dez dias de incubacéo (Fig. 5.6 a-d).

A descoloragao dos corantes em meio solido, indicada pelo halo sem cor na
segunda triagem, confirmou o resultado esperado e sugeriu que a remogao de cor
esteve associada ao mecanismo de biodegradagdo enzimatica relacionado a
produgdo de enzimas extracelulares, conforme como na triagem inicial. O isolado
de Trametes sp. SC10 apresentou um mecanismo adicional, aparentemente
associado ao fenbmeno de biossorgéo, indicado pela adsor¢do do corante na

biomassa fungica.
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Figura 5.6. Controles abidticos do meio MEA, suplementado com os corantes em estudo: a) MEA-
Azul; b) MEA-Marrom; ¢c) MEA-Preto e d) MEA-Vermelho. Trametes sp. SC10 crescendo no meio de
cultura: e) MEA-Azul; f) MEA-Marrom; g) MEA-Preto e h) MEA-Vermelho

Os resultados estiveram de acordo com os dados de outros autores.
Barrasa et al. (2014), por exemplo, mostraram que cepas de Trametes versicolor
descoloriram os corantes Reactive Blue 38 e Reactive Black 5 em meio solido com
oito e seis dias de incubacgao, respectivamente. Além disso, os autores relataram
que o isolado Trametes pubescens alcangou a transformacado dos dois corantes
em oito dias de tratamento (Barrasa et al., 2014). Jarosz-Wilkotazka et al. (2002)
reportaram que T. versicolor conseguiu descolorir os corantes Basic Blue 22 e
Acid Red 183 em cinco e oito dias, respectivamente. Os autores também
mostraram que uma cepa de T. sanguinea descoloriu o corante Basic Blue 22 em
oito dias, mas ndo mostrou nenhuma transformacédo no corante Acid Red 183
(Jarosz-Wilkotazka et al., 2002). Hernandez-Luna et al. (2008) mostraram que
varias cepas do género Trametes descoloriram os corantes Remazol Brilliant Blue,
Acid Red 44 e Cristal Violeta. Entre eles encontravam-se as espécies T. maxima,
T. villosa, T. pubescens e T. trogii. Os autores reportaram que os isolados tiveram
diferentes formas e rendimentos ao descolorir os corantes (Hernandez-Luna et al.,
2008).
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5.3. Ensaios em meio liquido

Nesta secao apresentam-se e discutem-se os principais resultados dos
estudos realizados em condicdes de fermentacdo submersa. Incluem-se os
experimentos de descoloragdo dos corantes para couro em meio liquido, as
analises do efeito das variaveis operacionais € os métodos analiticos utilizados

para entender os mecanismos envolvidos no processo de remog¢ao da cor.
5.3.1. Experimentos de descoloracdo em meio liquido

Uma vez conhecida a capacidade do isolado Trametes sp. SC10 de
descolorir os quatro corantes para couro em meio sélido, foi avaliada a sua
capacidade de descoloragcdo em meio liquido. O ensaio consistiu em uma
fermentacdo submersa, na qual o caldo nutritvo MEB foi suplementado
individualmente com os corantes em uma concentragdo inicial de 200 mgL™".
Durante 10 dias de incubacédo em shaker a 30°C, pH 5,5 e 150 rpm, a cepa SC10
conseguiu valores de descoloragéo de 96,07 £ 0,56%, 90,96 + 0,49%, 83,90 +
0,57% e 95,88 + 0,61% para os corantes Azul 161, Marrom 414, Preto 210 e
Vermelho 357, respectivamente (Fig. 5.7).

96,07 + 0,56 95,88 + 0,61
100,00 - 90,96 + 0,49
90,00 -
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u Azul 161 mMarrom 414 ®mPreto 210 ®Vermelho 357

83,90 + 0,57

% Descoloragao

Figura 5.7. Descoloragao dos corantes Azul 161, Marrom 414, Preto 210 e Vermelho 357 pelo
isolado Trametes sp. SC10. Concentragao inicial de corante 200 mgL'1, 30°C, 150 rpm e pH 5,5
durante 10 dias de cultivo
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A Figura 5.8 mostra qualitativamente a remogao de cada corante obtida
pelo isolado Trametes sp. SC10. Pode-se comparar o controle abiotico
(Erlenmeyer a esquerda de cada figura) com as triplicatas dos tratamentos apés

10 dias de incubacgéao (Erlenmeyers a direita).

2) % & a Y

L

Controle Preto 210 Controle Vermelho 357

Figura 5.8. Isolado Trametes sp. SC10 crescendo no meio de cultura: a) MEB-Azul; b) MEB-Marrom;
¢) MEB-Preto; d) MEA-Vermelho. Concentragédo de corante 200 mgL'1, 30°C, 150 rpm e pH 5,5 apos
10 dias de cultura

Os experimentos em meio liquido renderam melhores resultados de
descoloragcédo do que os realizados em meio sdlido. Isso se deve as condi¢cdes de
cultura em meio liquido que favorecem a distribuicdo de nutrientes e oxigénio,
importante na expressao das enzimas ligninoliticas, associadas a biodegradagao
dos corantes. O tipo de corante e as caracteristicas da sua estrutura também tém
uma importante influéncia na capacidade de descoloragao (Aksu et al., 2007;
Kaushik; Malik, 2009). Isso explica porque o isolado SC10 ndo teve o mesmo
rendimento de descoloragdo para os quatro corantes para couro avaliados. Esses
corantes diferem na quantidade de ligagbes azo, sais, grupos doadores e
aceptores de elétrons (como SO3’) e complexos metalicos, associados a estrutura

(ver Figura 4.1), que também tém importante efeito na descoloracéo.
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Objetivando melhorar o rendimento da descoloragdo dos corantes, foi
analisado o efeito de algumas variaveis operacionais como a concentragao inicial
de corante, agitacao, pH inicial do meio de cultura e temperatura. O Vermelho 357,
o corante mais facil de descolorir pelo isolado SC10 (tanto em meio sdélido quanto
liquido) e o segundo melhor em termos de porcentagem de descoloragéo, foi
selecionado para essas analises. Esse corante, por outro lado, ja tinha sido foco
de estudo no grupo de pesquisa nos trabalhos de Piccin (2013) e Scaraffuni
(2014), os quais usaram um residuo da industria coureira como adsorvente no

tratamento de efluentes contendo esse corante (Piccin, 2013; Scaraffuni, 2014).
5.3.2. Avaliagéo do efeito da concentrag&o inicial de corante

A capacidade da cepa Trametes sp. SC10 para descolorir o Vermelho 357
foi estudada mediante uma cinética de descoloragcdo em diferentes concentragoes
iniciais de corante, que variaram de 100 a 800 mgL™. O teste foi desenvolvido a
30°C, 150 rpm e pH 5,5 durante 10 dias de cultura (Fig. 5.9).

100 mgL"' 200 mgL" 300 mgL"' 400 mgL”' 800 mgL"

Figura 5.9. Frascos Erlenmeyer contendo o meio extrato de malte liquido (MEB) com o
corante Vermelho 357 em diferentes concentragdes (100 a 800 mgL™)

O isolado conseguiu porcentagens de descoloracédo de 95,93 + 0,21%,
95,88 £ 0,61% e 92,00 + 0,55% para concentragdes de 100, 200 e 300 mgL'1
respectivamente. Como se pode observar na Figura 5.10, a porcentagem de
descoloracdo diminui com o aumento da concentracdo. Além disso, o tempo
necessario para atingir valores altos de descoloragdo também aumentou de 120 h

para 144 h na medida em que se incrementou a concentragao inicial de AR357.
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Figura 5.10. Cinética de descoloragéo do corante Vermelho 357 pelo isolado Trametes sp. SC10
em diferentes concentragdes de corante (150 rpm; 30°C pH 5,5)

Pode-se observar no perfil de descoloracdo que para concentracbes
maiores de 300 mgL™”, nos mesmos 10 dias de tratamento, as porcentagens de
descoloragéo diminuiram de uma média de 94% para valores menores de 85%. O
tempo necessario para isso também aumentou de 144 h para 192 h. Além disso,
as concentragdes maiores de 500 mgL™" mostraram uma diminuigéo na produgao
de micélio fungico e na descoloragao.

O efeito adverso na capacidade de descoloragdo, causado pelo aumento da
concentragao inicial de corante, pode ser explicado pelo fato de que altas
concentragdes de corantes azoicos sao toxicas para os micro-organismos, afetam
o crescimento e inibem a produgao de enzimas ligninoliticas. Isso se deve a que o
aumento na concentracdo de corante também provoca o aumento de outros
fatores inibidores, tais como o pH e a concentragdo de sais e metais pesados,
associados a estrutura do corante. Assim, é inibido o crescimento do micélio
fungico e, portanto, também s&o diminuidas as taxas de descoloragao (Ali, 2010;
Rodriguez-Couto, 2015).
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Os resultados obtidos estdo de acordo com os de varios autores que ja
reportaram que o aumento na concentracgao inicial de corante é negativo para os
rendimentos de descoloragdo de corantes industriais por WRF. Kapdan et al.
(2000), por exemplo, estudaram a maxima concentragcdo do corante Turquoise
Blue G tolerada por Trametes versicolor (sindn. Colorius versicolor) e relataram
que a eficiéncia na descoloracao foi quase 100% nas concentragdes de 100 a 250
mgL™”, no intervalo de 3 a 5 dias de tratamento. No entanto, a descoloracéo
diminuiu até quase 80% nas concentragdes de corante de 700 a 1200 mgL'1 em 9
dias de incubacdo (Kapdan et al., 2000). Segundo Yesilada et al. (2002), o
aumento na concentracao inicial do corante Astrazon Red afetou o rendimento de
descoloracéo do fungo Trametes trogii. Como resultado desse parametro, a cepa
alcangou 95%, 90% e 76% de descoloragao para as concentragées de corante de
66, 132 e 264 mgL™", respectivamente. Os autores Aksu et al. (2007) atingiram
92% de descoloracao do corante Reactive Black 5, quando a concentragao inicial
era 58,4 mgL" com o fungo T. versicolor, no intervalo de 5 a 8 dias de cultivo.
Quando a concentragdo foi aumentada para 385,6 mgL™”, o fungo sé conseguiu
77% de descoloragao em 14 dias de incubagao. Similarmente, para Sukumar et al.
(2009), a reducao da cor diminuiu quando aumentou-se a concentragéo do corante
azoico Acid Red 66, num tratamento com o fungo T. versicolor. O isolado alcangou
resultados de 95,7%, 90,1% e 88,6% para concentragdes de 10, 50 e 100 mgL'1,
respectivamente. Hernandez-Luna et al. (2008) obtiveram, étimos rendimentos de
descoloragéo que atingiram valores de mais de 90%, para trés corantes diferentes,
entre eles o corante azoico Acid Red 44, por isolados de Trametes villosa e
Trametes maxima em uma concentragao inicial de corante de 200 mgL™".

Considerando que nao houve diferenga entre as percentagens de
descoloracdo do corante Vermelho 357 nas concentragdes de 100 e 200 mgL'1
(95,93 £ 0,21% e 95,88 + 0,61, respectivamente), os experimentos adicionais
realizados para elucidar os mecanismos envolvidos no processo de descoloragao
e para avaliar os efeitos das variaveis de operacdo foram realizados na maior

concentragao (200 mgL™).
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5.3.3. Avaliagéo do efeito do pH

O efeito do pH foi analisado mediante uma cinética de descoloragao usando
o isolado Trametes sp. SC10 crescendo no meio MEB-Vermelho em uma faixa de
pH de 2,0 a 7,0, mantendo constantes a concentracéo inicial de (200 mgL™") e as
condic¢des de incubacgao (30°C e 150 rpm).

Os dados apresentados na Figura 5.11 mostram como os tempos e
porcentagens de descoloragao foram afetados pelo pH inicial do meio de cultura.
A remocdo maxima de cor foi de 94,31 + 0,96% a um pH de 5,0, mas nao se
alterou consideravelmente quando o pH do meio foi alterado para valores mais
alcalinos, atingindo 93,61 + 0,04% e 91,89 + 213 para pH 6,0 e 7,0
respectivamente. No meio com pH 4,0, o isolado também conseguiu uma boa
remogao de cor, alcangando 94,10 + 0,96% de descoloragdo. No entanto, a
acidificagdo do meio de cultura influenciou negativamente na producédo de
biomassa e, portanto, na capacidade de descoloragcido do corante. Para valores de
pH de 3,0 e 2,0, o isolado removeu quantidades menores do corante: 52,29 *
0,62% e 40,37 + 0,42%, respectivamente.

100,00 1

90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00

30,00 -
20,00 -

% Descoloragao

10,00 A

0,00 -
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tempo de cultura (h)

——20 —=—30 ——40 ——-50 —=—6,0 7,0

Figura 5.11. Cinética de descoloragéo do corante Vermelho 357 pelo isolado Trametes sp. SC10
em diferentes valores de pH. Concentragao inicial de corante 200 mgL'1, 150 rpm e 30°C
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Na literatura, a informacéao sobre o efeito do pH no crescimento dos WRF e
na sua capacidade de descolorir e biodegradar corantes industriais € muito
diversa. Por exemplo, segundo Fu e Viraraghavan (2001), as melhores condi¢des
de pH para o crescimento de basidiomicetos se encontram em valores de pH
variando numa faixa de 4,0 a 5,0. Os resultados obtidos nesta etapa coincidem
com esses dados, ja que o isolado Trametes sp. SC10 apresentou uma boa
producao de biomassa nesta faixa de pH.

Os dados de descoloracao, no entanto, diferem de outros autores. Além a
cepa Trametes sp. SC10 ter atingido as melhores porcentagens de descoloragao
nessa faixa de 4,0 a 5,0, um pH alcalino nao influenciou na capacidade de
remogao da cor residual. Segundo Kaushik e Malik (2009), condigdes de acidez no
meio de cultura produzem melhores resultados de remog¢éo de corante na maioria
dos fungos de podriddo branca. Isso acontece porque as enzimas ligninoliticas
tém uma atividade maxima em pH &cido (Kapdan et al., 2000; Kaushik; Malik,
2009). Para Ali (2010), os fungos geralmente apresentam melhores resultados de
descoloragédo e biodegradagdo de corantes em valores de pH acidos ou neutros.
Contudo, baixos valores de pH nem sempre sdo adequados para o tratamento de
efluentes contendo corantes. Assim, as cepas fungicas capazes de descolorir
corantes azoicos, em condigdes de pH alcalino sdo mais adequadas para
aplicagdes no tratamento de efluentes industriais, ja que as aguas residuais da
industria coureira e téxtil possuem elevados valores de pH (Ali, 2010; Rodriguez-
Couto, 2015).

Por outro lado, os resultados obtidos confirmam os dados de outros
pesquisadores como Yesilada et al. (2002), que estudaram o efeito de varias
condi¢cbes de operagdo como pH, temperatura, quantidade de inéculo e agitagao,
na descoloracdo do corante industrial Astrazon Red FBL por uma cepa de
Trametes trogii (sindn. Funalia trogii). Os autores observaram que o pH foi a unica
variavel que nao teve influéncia na descoloragdo. Além disso, o fungo conseguiu
altas porcentagens de descoloragdo em todos os valores de pH, variando dentro

de uma faixa de 6 a 11, similar aos resultados obtidos com o isolado SC10.
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Os autores Hernandez-Luna et al. (2008) também reportaram altos valores
de descoloragao do corante azoico Acid Red 44, com cepas de Trametes villosa e
Trametes maxima, em um meio de cultura com pH 6,0. Similarmente, Zille et al
(2005) também conseguiram uma eficiente biodegradacdo de dois corantes
azoicos usando enzimas lacases isoladas de Trametes villosa em um pH de 5,0.
De acordo com Yang (2009), o pH ideal na descoloragao de seis corantes azoicos

diferentes por uma cepa de Trametes sp. SQ01 foi 4,5.
5.3.4. Avaliagéo do efeito da agitagcdo

As percentagens de descoloragdo atingidas pela cepa de Trametes sp.
SC10 foram comparadas em condi¢cdes de cultura estatica e em quatro diferentes
agitagdes (50, 100, 150 e 200 rpm). Os resultados indicaram que na medida em
que foi aumentada a velocidade de rotagdo, a remog¢do de corante também
aumentou em termos de rapidez e extensdo. Na Figura 5.12 pode-se observar que
para o cultivo estatico o isolado SC10 apenas atingiu 6,28 + 0,93% de
descoloragdo, no entanto, nas culturas dindmicas a descoloragao foi aumentando,
conseguindo-se remover 95,88 + 0,61% e 96,03 + 1,33% para 150 e 200 rpm,

respectivamente.
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Figura 5.12. Efeito da agitagdo na capacidade de descoloragédo de Trametes sp. SC10.
Concentragéo inicial de corante 200 mgL'1, pH 5,5 e 30°C
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A morfologia do fungo também foi afetada pelo aumento da agitagédo. Em
cultivo estatico, Trametes sp. SC10 cresceu formando uma suspensao
homogénea de micélio flutuando na superficie do meio de cultura. No entanto, nas
culturas com agitacéo, o isolado cresceu formando pequenas esferas de micélio
(pellets) com diametro de 3 a 5 mm, que se distribuiram homogeneamente pelo
meio de cultura devido a rotacéo orbital. As diferengas morfolégicas causadas pelo

efeito da agitagdo podem ser observadas na Figura 5.13.

a) b)

©

Figura 5.13. Diferengas morfolégicas e de descoloragéo causadas pelo efeito da agitagdo em
Trametes sp. SC10 crescendo no meio MEB-Vermelho: a) Sem agitagéo; b) Agitagdo de 200 rpm.
Concentragéo inicial de corante 200 mgL'1, pH 5,5 e 30°C

Os resultados obtidos nessa analise coincidem com os de Swamy e
Ramsay (1999), que avaliaram o efeito da agitagdo na descoloragéo dos corantes
azoicos Amaranth, Tropaeolin O, Reactive Black 5 e Remazol Orange mediante
culturas em meio liquido de Trametes versicolor. Em condigdo estatica o fungo
conseguiu apenas 5% de descoloragcédo para Amaranth, 8% para Tropaeolin, 13%
para Reactive Black 5 e 0% para Remazol Orange. Em condi¢des de agitagao
(200 rpm), no entanto, o fungo atingiu 100% de descoloragdo para todos os
corantes (Swamy; Ramsay, 1999). Resultados similares foram obtidos por
Yesilada et al. (2002), que analisaram o efeito da rotagdo em cepas de Trametes
trogii (sinbn. Funalia trogii) descolorindo o corante Astrazon Red FBL. Os autores
obervaram que a agitacdo teve importancia na transformagdo do corante,
atingindo os maiores resultados de descoloragdo sob maior agitagcdo (100-150
rom). Os autores Jarosz-Wilkotazka et al. (2002) mostraram como a agitagao
melhorou os resultados de descoloracdo do corante azoico Acid Red 183, usando

varios WRF, entre eles T. versicolor.
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O melhor desempenho das culturas agitadas pode estar associado as
condicoes fisiologicas. Ao comparar as duas formas de crescimento do isolado,
infere-se que a disposicao em pellets pode favorecer as condi¢bes de aeragao e
agitacdo, necessarias para satisfazer a necessidade de oxigénio dos micro-
organismos durante o cultivo, além de aumentar a transferéncia de massa
(oxigénio e nutrientes) da fase liquida (meio de cultura) para a fase soélida (células
em crescimento) (Jarosz-Wilkotazka et al., 2002; Kaushik; Malik, 2009).

Na natureza, os WRF desenvolvem-se aerobiamente e, portanto, eles
precisam de oxigénio para o crescimento e manutencéo. Além disso, as enzimas
ligninoliticas precisam do oxigénio como cofator para aumentar a sua acgao
catalitica. Essa exigéncia de oxigénio, que depende de cada WRF e do seu LDS,
pode afetar a morfologia e levar a diminui¢des nas taxas de crescimento e sintese

enzimatica (Znidarsi¢; Pavko, 2001).
5.3.5. Avaligéo do efeito da temperatura

Para conhecer a temperatura ideal de crescimento e descoloracido de
Trametes sp. SC10 foram avaliadas cinco temperaturas diferentes na faixa de
20°C a 40°C. As outras condicbes de operagao permaneceram constantes
(concentragao inicial de corante 200 mgL™, pH 5,5 e 150 rpm).

Os resultados desta analise mostraram que nas temperaturas de 25°C e
30°C néo houve diferenga na quantidade de cor removida pelo isolado SC10,
atingindo 95,27 + 1,44% e 95,88 + 0,61%, respectivamente. Contudo, um breve
aumento de temperatura de 5°C provocou uma importante diminuicdo na
capacidade de descoloragéo, fazendo que o isolado s6 alcangasse 32,40 + 1,58%
de remocgéao a 35°C. Quando a temperatura foi diminuida para 20°C, o potencial de
remogao do corante também diminui. Nessa temperatura o isolado sé atingiu
27,11 = 0,86% de descoloracdo. Na temperatura de 40°C o isolado nao teve
crescimento nem descoloragado. Os resultados da analise do efeito da temperatura

sdo mostrados na Figura 5.14.
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Figura 5.14. Efeito da temperatura na capacidade de descoloragdo de Trametes sp. SC10.
Concentragao inicial de corante 200 mgL'1, pH 5,5 e 150 rpm

Diferentes tipos de micro-organismos tém diferentes temperaturas ideais de
crescimento. A maioria dos fungos de podriddo branca cresce em uma faixa de
temperatura de 25 - 35°C, no entanto, outros autores indicam que a melhor faixa
de temperatura para biodegradar corantes sintéticos esta entre 25 - 37°C. Estas
condi¢cbes dependem de cada espécie (Ali, 2010; Fu; Viraraghavan, 2001).

Para o isolado Trametes sp. SC10, os melhores resultados encontraram-se
na faixa de temperatura entre 25 e 30°C. Resultados semelhantes ja foram
reportados por Zille et al. (2005) mediante um trabalho que envolveu a
descoloracido de dois corantes azoicos com enzimas lacases isoladas de
Trametes villosa. Os autores reportaram uma temperatura 6tima de 25°C para os
experimentos. Similarmente, Hernandez-Luna et al. (2008) também estudaram a
descoloracao de Acid Red 44, por cepas de Trametes villosa e Trametes maxima,
atingindo mais de 90% de descoloragédo com os dois fungos em uma temperatura
otima de 25°C. Segundo Sukumar et al. (2009), uma temperatura de 30°C foi
6tima na descoloragédo do corante azoico Acid Red 66, por cepas de Trametes sp.
No entanto, temperaturas menores de 25°C influenciaram negativamente no

crescimento do micro-organismo e na remogao de corante.
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5.3.6. Analise da producgéo de enzimas ligninoliticas

Assumindo que parte da descoloracdo dos corantes esteve associada ao
mecanismo de biodegradacdo baseado na produgao extracelular de enzimas
ligninoliticas produzidas pelo WRF, foi necessario saber quais dessas enzimas
estavam sendo produzidas por Trametes sp. SC10 durante o processo de
descoloracéo do corante para couro Vermelho acido 357.

- Enzima Lacase: a producao da enzima lacase foi medida durante os 10
dias de tratamento, seguindo a oxidagao do substrato ABTS, a partir das amostras
retiradas durante a cinética de descoloragdo. O isolado mostrou uma importante
producdo de enzima a partir das 96 horas de tratamento, passando de 211,48 +
10,45 UL™ a 2327,48 + 93,97 UL em apenas 24 h. O maximo pico de producéo
foi no periodo entre as 120 e 144 horas de incubagéo (2207,03 — 2327,4UL™"). Na
Figura 5.15 pode observar-se uma relagao entre a produgao da enzima lacase e a

descoloracéo do corante.
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Figura 5.15. Relagdo entre descoloragéo e a atividade da enzima lacase pelo isolado Trametes sp.
SC10 durante uma cinética de descoloragao do corante Vermelho 357
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- Enzima lignina peroxidase: a produgdo da enzima LiP foi calculada
seguindo a reacgao de alcool veratrilico (VA) a veratraldeido em presenca de H,0,.
O isolado Trametes sp. SC10 ndo mostrou nenhuma atividade com este substrato
e, portanto, descartou-se a produgao de LiP pelo isolado Trametes sp. SC10, nas
condig¢des avaliadas.

- Enzima peroxidase dependente de manganés: a atividade da enzima MnP
foi medida seguindo a reagédo da enzima com o substrato 2,6-dimetéxifenol (DMP)
em presencga de H,O, e MnSO,. O isolado Trametes sp. SC10 mostrou atividade
enzimatica MnP, porém, em propor¢ao muito menor quando comparada a enzima
Lac. Similarmente a Lac, a producado enzimatica MnP destacou-se a partir das 96
h de cultura, quando passou de uma atividade de 9,84 + 1,76 UL" a 60,84 + 3,36
UL™". A maxima atividade enzimatica reportou-se entre 120 e 196 h de tratamento,
atingindo 63,19 + 0,92 UL". No entanto, a atividade enzimatica da MnP nao
diminuiu tdo rapidamente como ocorreu com a enzima Lac, e observou-se

atividade até no ultimo dia de incubagao (Fig. 5.16).
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Figura 5.16. Relagéo entre descoloragéo e a atividade da enzima MnP pelo isolado Trametes sp.
SC10 durante uma cinética de descoloragao do corante Vermelho 357
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Os resultados mostraram que o isolado Trametes sp. SC10 é produtor das
enzimas lacase e peroxidase dependente de Manganés (Lac > MnP), mas né&o
produziu lignina peroxidase, nas condi¢des estudadas. Assim, na classificagao dos
fungos de podriddo branca de acordo a produgdo de enzimas ligninoliticas
sugerida por Hatakka (1994), o isolado SC10 esta dentro do grupo Il (WRF
produtores de Lac e MnP mas néo LiP).

A producao das duas enzimas simultaneamente no género Trametes, ja foi
reportada por varios autores. Hernandez-Luna et al. (2008), por exemplo,
observaram a producdo de MnP e Lac no isolado T. villosa CS5, atingindo uma
atividade enzimatica Lac de 2800 UL™" e uma atividade MnP de 120 UL™". Os
resultados obtidos por Trametes sp. SC10 estdo muito perto desses valores para a
enzima lacase (2207,03 — 2327,4UL'1). Similarmente, Rodriguez et al. (1999)
relataram que T. hispida produziu a enzima Lac (86 - 1042 UL™") e MnP (39 - 96
UL") mas nao LiP. Os autores Paice et al. (1993) reportaram a produgdo de Lac
(206 UL'Y e MnP (200 UL"), mas ndo LiP, no fungo T. versicolor durante o
branqueamento de celulose. O isolado Trametes sp. SC10 mostrou melhor
atividade enzimatica que essas cepas.

Pode-se observar na cinética de descoloragdo que a remogéao esteve ligada
a produgao da enzima lacase. Justo quando o fungo comegou a mostrar atividade
enzimatica Lac, a partir das 96 h, o corante residual diminuiu de 68,84 % até
39,04% nas 24 h seguintes. Similarmente, quando a cepa atingiu 0 maximo pico
de atividade entre as 120 e 144 h, atingiu-se a maxima descoloragdo, passando
de 60,96 + 1,13% a 90,61+ 0,38%. Neste periodo de 24 h, o isolado obteve quase
30% de remogao. Na faixa de tempo em que se observou atividade lacase (96-144
h), o micro-organismo removeu 60 % de corante residual (ver Fig. 5.15).

Por outro lado, a baixa atividade enzimatica da MnP (63,19 + 3,36 UL™)
quando comparada com Lac (2207,03 — 2327,4UL™") sugere que ndo houve

participacao desta peroxidase na descoloragao do corante Vermelho 357.
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Para descartar uma possivel degradagado do substrato DMP, usado para
avaliar a atividade de MnP, pela acdo da enzima Lac, como ja foi relatado por
Hernandez-Luna et al. (2008) e Johannes e Majcherczyk (2000), foi realizado um
experimento adicional seguindo a degradagdo do substrato DMP pelo extrato
enzimatico, em auséncia de H;O, e MnSO,4. Os resultados mostraram que n&o
houve degradacdo. Partindo-se do pressuposto que o cofator Mn** estava
presente em concentracbes adequadas no caldo nutritivo durante a cinética de
descoloracdo, descartou-se a participacdo da enzima MnP no processo de
descoloracéo.

Assim, a descoloragdo do corante para couro Vermelho 357 pode atribuir-
se a atividade da enzima lacase produzida extracelularmente pelo isolado
Trametes sp. SC10.

Varios autores tém associado a descoloragédo de corantes industriais a
producdo de enzimas lacase por fungos do género Trametes. Rodriguez, et al.
(1999) observaram que a descoloracdo de varios corantes industriais esteve
associada a producio da enzima lacase pelo fungo T. hispida (86 - 1042 UL™). Da
mesma forma, Rodriguez-Couto et al. (2004) mostraram que a descolorizagdo dos
corantes para couro Luganil Green e Sella Soli Red por T. hirsuta foi conseguida
pela acdo da enzima Lac (300 - 1000 UL™). Os autores Zouari-Mechichi et al.
(2006) estudaram a descoloracdo de seis corantes industriais por enzimas
purificadas, extraidas de T. frogii. Os autores conseguiram importantes
porcentagens de remocdo devido & atividade enzimatica Lac (500 UL™).
Similarmente, Lu et al. (2007) degradaram o corante antraquinbnico Remazol
Brilliant Blue R com uma enzima Lac extraida de T. sanguinea (5117 UL™).
Hernandez-Luna et al. (2008) também degradaram o corante industrial Acid Red
44 com uma cepa de T. villosa e atribuiram a descoloracédo a producao da enzima
lacase (2800 UL™). Yang et al. (2009) alcancaram a descoloracdo de quatro
corantes azoicos (Congo Red, Acid Red, Orange G e Reactive Black 5) com uma

enzima lacase de T. versicolor (500 UL™ ).
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A atividade da enzima lacase do isolado Trametes sp. SC10 foi maior que a
reportada por muitos desses autores, o que demonstra o potencial desse isolado
nativo. E importante ressaltar que em varios desses trabalhos, a producdo da
enzima lacase foi melhorada pela adicdo de indutores e cofatores como etanol,
Cu?*, Tween 80, alcool veratrilico, guaiacol, ABTS, entre outros. Os niveis
notaveis de produgao de lacase pelo isolado Trametes sp. SC10, atingidos nesta
pesquisa, ndo foram induzidos por nenhum fator. Portanto, esse aspecto deve ser
abordado e pesquisado em trabalhos posteriores, visando melhorar os

rendimentos de descoloracgao.

5.3.7. Analise do metabolismo do isolado Trametes sp. SC10 na descolora¢cédo do

corante Vermelho 357

Para conhecer o metabolismo do isolado Trametes sp. SC10 durante o
processo de descoloragédo do corante Vermelho 357 foram medidos o consumo de
glicose e a produgéo de biomassa. Os resultados permitiram analisar e relacionar
0 metabolismo primario e secundario a remog¢ao do corante. Na Figura 5.17 pode-
se observar que quando a glicose residual diminuiu de 81,88 + 1,38 para 41,27
2,17% apds 72 h de cultura, a biomassa aumentou consideravelmente, indicando
o inicio da fase exponencial de crescimento dentro do metabolismo primario. No
periodo entre 96 e 120 h de tratamento, a glicose foi praticamente consumida, e o
fungo comegou o metabolismo secundario. Assim, era esperado que a partir das
120 h comecgasse a remogédo do corante, ja que é sabido teoricamente que as
enzimas ligninoliticas, associadas a descoloragéo, s&o produzidas no metabolismo
secundario (Eriksson, 2010; Kirk; Farrell, 1987; Tuomela, 2000). Isso foi
comprovado experimentalmente por varios autores que avaliaram a descoloragao
de corantes sintéticos com cepas de Trametes sp. (Swamy; Ramsay, 1999a).
Contudo, a descoloragcdo comecgou por volta das 24 h de tratamento e foi
aumentando quando o micro-organismo ainda estava ainda na fase exponencial.
Isso faria pensar que a producédo enzimatica esteve associada ao metabolismo

primario, contradizendo a fundamentacao tedrica.
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No entanto, ao fazer uma andlise da atividade enzimatica, pode-se observar
que a maior atividade enzima lacase esteve entre as 96 e 144 h (Fig. 5.15),
quando o micro-organismo estava saindo da etapa exponencial e entrando no

metabolismo secundario.
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Figura 5.17. Descoloragéo do corante Vermelho 357 pelo isolado Trametes sp. SC10 em fungao
do tempo. A quantidade de glicose residual e de biomassa também foram analisadas. O teste foi
realizado em meio liquido. Concentracao inicial de corante de 200 mgL'1, 150 rpm, 30°C e pH 5,5

Embora a descoloracdo comegasse quando o isolado Trametes sp. SC10
ainda estava na etapa de crescimento exponencial (metabolismo primario) a maior
remogao de corante atingiu-se quando a atividade enzimatica esteve no seu pico
de expressao, no mesmo periodo em que a glicose foi consumida e a produgao de
biomassa estabilizou-se (metabolismo secundario). Isso sugeriu que outro
mecanismo esteve associado a remocao inicial de corante.

Uma andlise qualitativa do processo de descoloragcado, realizada para
encontrar uma explicacdo para o fenbmeno, permitiu concluir que o0 mecanismo
associado a descoloracdo durante a etapa de crescimento exponencial foi a

biossorgao, explicado na proxima secao.
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5.3.8. Mecanismo de biossor¢ao

No teste de descoloragédo do corante Vermelho 357 com o isolado Trametes
sp. SC10 foi observado como uma parte do corante foi adsorvida pelo micélio do
fungo nos primeiros dias de tratamento. Na Figura 5.18 pode-se observar como a
biomassa foi adquirindo a cor da solugdo aquosa a partir das 24 horas de
tratamento. Esse fendmeno é conhecido como biossor¢do, e consistiu na
adsorgcado do corante disperso no meio de cultura liquido pela biomassa. Nesse
caso, a biomassa do fungo atuou como a fase sodlida ou bioadsorvente, e o
corante vermelho representou o adsorbato a ser biossorvido do meio de cultura
(fase liquida). A cor adsorvida na biomassa, no entanto, foi desaparecendo
conforme a atividade enzimatica aumentava no intervalo entre 96 a 144 h de
tratamento. A cor vermelha adquirida pela biomassa por causa do corante no
meio desapareceu quase que por completo. E sabido que nesse periodo, a
enzima lacase teve sua maxima expressao, sugerindo que a enzima extracelular
também degradou o corante acumulado na biomassa. Este fendbmeno ja foi

relatado por outros autores (Baccar et al., 2011; Saroj et al., 2014).

c)

Figura 5.18. Avaliagado qualitativa da biossor¢éo do corante Vermelho 357 pela biomassa do
isolado Trametes sp. SC10 apds: a) 24 h; b) 48 h; ¢) 72 h; d) 96; €) 120 h; f) 144 h e g) 168 h de
tratamento. Concentracao inicial de corante de 200 mgL'1, 150 rpm, 30 °C e pH 5,5

112




Capitulo V — Resultados e Discussao

Foi realizado um teste adicional que consistiu em suspender a biomassa,
obtida apos os dez dias de tratamento, no solvente metanol. Isso com o objetivo
de descartar a presenca de corante retido no micélio e bioacumulagao do corante
(Maximo et al., 2003). Na Figura 5.19 pode-se observar que, embora a biomassa
mudasse um pouco sua cor inicial adquirindo uma tonalidade mais rosa, o micélio

nao reteve o corante Vermelho 357 apds o tratamento.

Figura 5.19. Biomassa do isolado Trametes sp. SC10 apos teste com metanol

Assim, os resultados qualitativos mostraram como o mecanismo de
biossor¢gao também esteve envolvido no processo de remogao do corante pelo
isolado Trametes sp. SC10, e explica porque a descoloragdo comegou antes da
producdo da enzima lacase. Varios autores ja reportaram a capacidade de
biossorgao de corantes industriais por espécies do género Trametes: T. versicolor
(Aksu; Karabayir, 2008; Baccar et al., 2011; Bayramoglu; Arica, 2007) e T. Trogii
(Park et al., 2007; Yesilada et al., 2002).

Este trabalhou se focou na andlise do mecanismo de biodegradagao
enzimatica mostrado pelo isolado Trametes sp. SC10 e analisou qualitativamente
0 mecanismo de biossor¢do. No entanto, sabendo que esse mecanismo também
participou da descoloragdo, € necessario quantificar a remogédo associada e
estudar rigorosamente outros parametros como as cinéticas de descoloragdo e

isotermas de adsorcao.
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5.4. Planejamento experimental para otimizagado das variaveis de operagao

Foi realizado um planejamento experimental Delineamento Composto
Central Rotacional (CCD) e a partir dos resultados foi aplicada a metodologia de
Superficie de Resposta (RSM), objetivando otimizar as condi¢gdes de operagao

envolvidas no processo de descoloragcdo do corante AR357.
5.4.1. Planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional

Para realizar o planejamento de experimentos, foram avaliados os mesmos
fatores estudados nos experimentos em meio liquido, mostrados na secao anterior
(agitacdo, temperatura, pH e concentracgéao inicial de corante). Os niveis inferior e
superior das variaveis foram definidos a partir dos resultados que mostraram boa
producdo de biomassa e/ou remocado de corante. No caso da concentracdo de
corante, foi selecionada a faixa de 100 a 300 mgL™", na qual obtiveram-se as
maiores porcentagens de remogdo conforme apresentado na Sec¢do 5.3 (Fig.
5.10). Para o pH encontrou-se que a melhor descoloragao esteve entre 4,0 e 7,0,
e que o pH alcalino ndo afetou a remogao (Fig. 5.11). No entanto, a pH 3,0 houve
crescimento de micélio. Na literatura, alguns autores relataram que um pH acido
melhorou o rendimento de descoloragdo em Trametes sp. Nozaki et al. (2008), por
exemplo, estudaram a descoloracdao de 27 corantes, usando 21 espécies de
basidiomicetos, entre eles T. versicolor. Os autores observaram que o pH 6timo
para a descoloracdo foi de 3,0 a 5,0. Assim, para confirmar os resultados
encontrados na seg¢ao anterior, foi incluido um pH acido no planejamento e,
portanto, a faixa de pH analisada esteve entre 3,0 e 6,0. No caso da agitagao, os
melhores resultados de descoloragdo foram alcancados entre 150 e 200 rpm.
Embora entre 0 e 150 rpm ndo houvesse uma boa remocédo do corante, houve
uma boa producédo de biomassa (Fig. 5.12 e 5.13). Na literatura encontram-se
relatos contraditérios sobre esta variavel, tendo autores que indicam que a
agitacdo diminui a descoloragdo (Ali, 2010). Portanto, sabendo que a
biodegradacdo enzimatica n&o foi o unico mecanismo envolvido na descoloragédo

foi analisada a faixa de agitagcéo entre 0 e 300 rpm.

114




Capitulo V — Resultados e Discussao

Para a temperatura, escolheu-se a faixa onde houve remocéo e produgao
de biomassa (25 a 35°C). A variavel resposta foi a remog¢ao de corante, definida
como descoloragdo, Desc. (%). Na Tabela 5.1 sao apresentados os resultados
obtidos para a variavel resposta nos 28 experimentos realizados, definidos a partir
do planejamento CCD, com os fatores e niveis definidos na se¢do de materiais e
meétodos (Tab. 4.8 € 4.9).

Tabela 5.1. Resultados de descoloragao pelo isolado Trametes sp. SC10 observados para os
experimentos do planejamento experimental CCD

Exp. pH T (°C) Agt. (rpm) [C] (mgL™) Desc. (%) Des.
1 3,75 27,5 50 150 12,43 0,83
2 3,75 27,5 50 250 6,92 1,13
3 3,75 27,5 150 150 86,50 0,22
4 3,75 27,5 150 250 81,50 1,14
5 3,75 32,5 50 150 9,51 0,54
6 3,75 32,5 50 250 5,80 0,24
7 3,75 32,5 150 150 83,48 0,21
8 3,75 32,5 150 250 88,28 0,53
9 5,25 27,5 50 150 10,92 0,55
10 5,25 27,5 50 250 5,85 0,39
11 5,25 27,5 150 150 95,03 0,76
12 5,25 27,5 150 250 89,88 0,78
13 5,25 32,5 50 150 4,45 0,28
14 5,25 32,5 50 250 3,75 0,81
15 5,25 32,5 150 150 87,91 0,91
16 5,25 32,5 150 250 85,55 0,20
17 3,00 30,0 100 200 43,27 1,11
18 6,00 30,0 100 200 45,34 0,56
19 4,50 25,0 100 200 86,73 1,00
20 4,50 35,0 100 200 7,37 1,02
21 4,50 30,0 0 200 0,51 0,38
22 4,50 30,0 200 200 95,72 0,19
23 4,50 30,0 100 100 61,90 0,84
24 4,50 30,0 100 300 14,11 1,14
25 4,50 30,0 100 200 46,12 0,00*
26 4,50 30,0 100 200 45,88 0,00*
27 4,50 30,0 100 200 45,38 0,00*
28 4,50 30,0 100 200 45,55 0,00*

T: Temperatura (°C), Agt.: Agitacdo (rpm), [C]: Concentracdo inicial de corante (mgL™"), Desc.:
Descoloragéo (%) e Des.: Desvio padrédo. 0,00* Ponto central
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Para a temperatura, escolheu-se a faixa onde houve remocao e producéao
de biomassa. A melhor descoloragao alcancada em todos os experimentos pelo
Trametes sp. SC10 foi 95,72 £ 0,16% em condi¢des de operagao de pH 4,5, 30°C,
200 rpm e concentracdo inicial de corante 200 mgL™. No entanto, esse ponto nao
€ necessariamente o ponto 6timo de descoloragio, e serve s6 como referéncia
para confirmar os resultados dos experimentos iniciais (95,88 * 0,61 de
descoloracdo, com pH 5,5, Agt. 150 rpm; T. 30°C e [C]. 200 mgL™).

Uma analise da ANOVA (analise de variancia) dos dados do planejamento
experimental (Tab. 5.2), considerando os parametros significativos com base na
probabilidade do erro tipo | (p < 0,05), permitiu verificar pelo teste F que, em
ordem de grandeza, a concentragdo inicial de corante, a agitacéo, e a temperatura
foram significativos para a variavel de resposta, descoloragédo. No entanto, o pH
nao foi significativo na faixa avaliada. Os efeitos quadraticos e as interagdes entre

as variaveis também n&o foram significativos.

Tabela 5.2. ANOVA do Planejamento Delineamento Composto Central Rotacional

Fator qigg‘r?aggs gl Ql:g;?::s F p-valor Observagao
(1) pH (L) 405,4 1 405,42 1,9804 0,164422 NS
pH (Q) 75,9 1 75,94 0,3709 0,544760 NS
T (L) 3570,3 1 3570,31 17,4402 0,000096 Significativo
T(Q) 13,7 1 13,73 0,0671 0,796495 NS
Agt. (L) 90933,6 1 90933,59 444,190 0,000003 Significativo
Agt. (Q) 121,7 1 121,68 0,5944 0,443704 NS
[C] 2057,4 1 2057,45 10,0502 0,002383 Significativo
[C] (Q) 7,7 1 7,70 0,0376 0,846857
1Le2L 17,8 1 17,77 0,0868 0,769281
1L e 3L 0,5 1 0,55 0,0027 0,958957
1L e 4L 7,0 1 7,03 0,0344 0,853551 NS
2L e 3L 49 1 4,85 0,0237 0,878175
2L e 4L 14,4 1 14,40 0,0704 0,791709
3LedlL 1,4 1 1,40 0,0068 0,934316
Erro 12487,8 13 204,72 - - -
Total 110006,5 27 - - - -

T: Temperatura (°C), Agt.: Agitacdo (rpm), [C]: Concentrac&o inicial de corante (mgL™), gl: Particdo
dos Graus de Liberdade, F: Teste F. p-valor: Nivel de significancia e NS: N&o significativo.
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O gréfico de Pareto mostrado na Figura 5.20, apresenta os efeitos lineares
e quadraticos de cada um dos fatores sobre a remocédo de corante, além das

diferentes interagdes entre as mesmas.
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Figura 5.20. Grafico de Pareto mostrando os efeitos dos fatores estudados no CCD sobre a
variavel de resposta, remocao de corante

A partir do grafico pode-se observar que a ampla diferenga de grandeza
entre o efeito principal da agitagdo quando comparada com as outras variaveis,
coloca a essa variavel como a condicao mais significativa na descoloragéo. Além
disso, o valor é positivo, 0 que indica que um aumento na rotagdo favorece a
remogao. Esses dados confirmam os resultados da Sec¢ao 5.3.4, na qual tinha sido
observado que numa faixa entre 0 e 200 rpm, o aumento da velocidade de rotacao
indicou uma maior remocao de corante. No caso da temperatura, o efeito também
foi significativo, mas o valor negativo indicou que uma diminuicdo nos valores
favoreceu a remogao, o que ja tinha sido observado na sec¢éo 5.3.5. O menor valor
de temperatura avaliado no planejamento esteve na faixa de melhor remocéao de
corante, quando foi analisado no experimento inicial na Seg¢éo 5.3.5 (25 - 30°C,
ver Fig. 5.14). Similarmente, o efeito principal da concentragao inicial de corante
também foi significativo negativamente, o que indica que uma menor concentragao

inicial de corante, aumenta a descoloracao.
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Os dados confirmam os resultados da Sec¢do 5.3.2, na qual a menor
concentragdo (100 mgL") deu a melhor descoloracdo até esta parte do
experimento (95,93 * 0,21%). Por outro lado, o efeito linear do pH nao foi
significativo. Esses dados diferem dos resultados iniciais, nos quais tinha sido
observado que um pH alcalino ndo afetava a remocg¢do de corante, mas os
rendimentos de descoloragdo diminuiam quando o pH era reduzido a uma faixa
entre 2,0 a 3,0. No entanto, para o pH 4,0, houve uma boa remocédo de corante
(94,10 £ 0,96%). Para os dados dos resultados do planejamento experimental, a
faixa avaliada esteve entre 3,0 e 6,0. Nessa faixa, o efeito do pH nao teve
significancia estatistica na descoloragdo porque embora em pH 3,0 ndo houve
uma boa remocéao, para valores de pH de 3,75 e 4,0, a resposta da descoloragao
foi alta. Entre os efeitos ndo significativos, o valor p do pH foi 0 que esteve mais
perto de p=0,05, mas nado foi suficientemente pequeno para definir una
significancia estatistica. Experimentos adicionais serdo necessarios para avaliar
outras faixas de pH.

Finalmente, foi construida a equagcao que representa o modelo estatistico.
Para um melhor ajuste do modelo, foram considerados os parametros nao
significativos para um p > 0,15. Os efeitos das variaveis e das interagbes que nao
foram o suficientemente pequenos, foram suprimidos da Equacido 4.4. Além
disso, o coeficiente de determinacdo e o erro relativo médio apresentados pelo
modelos foram e 0,873 e 2,13 %, respectivamente, comprovando o ajuste
satisfatorio do modelo. A Equagcdo 5.1 representa o modelo gerado no
planejamento experimental para a descoloragao, Desc. (%), em fung¢ao dos fatores

significativos. Foram usadas as variaveis codificadas (Tab. 4.10).
Equacao 5.1: Modelo de descoloragao, Desc. (%)
Desc. (%) = 44,28 — 2,37 X, — 7,04 X, + 35,54 X5 + 2,04 X;* — 5,34 X,

Sendo:
X1: pH X3:  Agitacdo

X2:  Temperatura X4:  Concentragao inicial de corante.
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5.4.2. Metodologia de Superficie de Resposta aplicada a descoloragdo do

corante Vermelho 357 com o isolado Trametes sp. SC10

ApoOs a avaliagcdo dos dados do planejamento Delineamento Composto
Central Rotacional (CCD), foi usadaa Metodologia de Superficie de Resposta
(RSM) para otimizar os resultados. O objetivo foi encontrar um ponto de operagéo
no qual, teoricamente, seria possivel alcancar melhores rendimentos de
descoloracdo, producdo de biomassa e atividade enzimatica lacase. Os fatores
estudados foram restringidos aos trés identificados como significativos no estudo
anterior, sendo eles a agitacao, a temperatura e a concentragao inicial de corante.
Para o caso do pH, que apesar de ser um dos fatores estudados nao apresentou
um efeito significativo na descoloragdo, o valor 6timo foi definido de acordo aos
experimentos iniciais da Secdo 5.3.3. Nesse caso a maior descoloragcdo foi
alcangada a pH na faixa de 4,0 a 5,0. Assim, para a elaboracao das superficies
de resposta, o pH foi fixado em 4,5 (a=0). Para as outras variaveis foram usados
os dados experimentais reais. A seguir, € discutida a analise das superficies de
resposta:

- Agitacao vs. Temperatura: a superficie de reposta entre o efeito das duas
variaveis mais importantes, segundo a analise de variancia do CCD, foi construida
fixando a concentragao inicial de corante em 100 mgL™" (a=-2), ja que o efeito da
concentragdo inicial de corante foi negativamente significativa. A melhor
descoloragao foi alcangada na maxima velocidade de agitagdo (200 rpm) (Fig.
5.21). Esse é o ponto da menor temperatura avaliada nos experimentos,
confirmando os dados da ANOVA do planejamento experimental e os resultados
da Secao 5.3. Também pode-se observar que a medida que diminuiu a agitagao, a
descoloracédo de corante foi menor. O efeito oposto € observado na temperatura.
Fixando um valor de agitagcdo, pode-se observar que quando aumentou a
temperatura, diminuiu a remogao de corante. Por outro lado, a figura mostra que
os perfis sao lineares, confirmando que os efeitos quadraticos das variaveis néao

foram significativos.
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Figura 5. 21. Superficie de resposta do efeito da Agt.e da T na resposta Desc. (%) com
concentragao inicial de corante fixa no nivel (-a) e pH fixo no nivel (0), no tratamento do corante
Vermelho 357 com o isolado Trametes sp. SC10

- Agitacao vs. Concentragao inicial de corante: como a concentragao inicial
de corante também foi significativa na descoloragao, foi construida a superficie de
resposta dos efeitos dos fatores agitacdo e concentragao inicial de corante. O
parametro temperatura foi fixado no menor nivel estudado (—a) para que ao ser
mantida no nivel mais baixo, favorecesse a descoloragdo. Na Figura 5.21 pode-se
observar que a melhor remocéo de corante obteve-se no ponto Agt. 200 rpm e [C]
100 mgL™". Por outro lado, verificou-se que n3o houve curvatura nos pontos de
maxima descoloragédo para os dois fatores estudados na superficie de resposta.
Como ja tinha sido indicado no grafico de Pareto (Fig. 5.20), os fatores quadraticos
destas duas variaveis nao foram significativos. Ao serem perfis lineares, pode-se
notar facilmente, através da Figura 5.22, que tanto uma diminuicdo da agitagcéo
quanto um aumento da concentracgao inicial de corante, afetaram gradualmente a

variavel resposta, atingindo menos remogao de corante.
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Figura 5.22. Superficie de resposta do efeito da Agt. e da [C] na resposta Desc. (%) com

temperatura no nivel (-a) e pH fixo no nivel (0), no tratamento do corante Vermelho 357 com o
Isolado Trametes sp. SC10

Os resultados da superficie de resposta confirmaram os dados dos
experimentos realizados inicialmente para avaliar o efeito das variaveis
operacionais. Como ja tinha sido mencionado, a agitacado aumenta a transferéncia
de oxigénio e nutrientes, o que favorece o crescimento dos fungos. Além disso, ao
ter maior disponibilidade de oxigénio, garante-se maior acgdo catalitica das
enzimas ligninoliticas, que usam o oxigénio como cofator (Jarosz-Wilkotazka, et
al., 2002; Kaushik; Malik, 2009; Znidar$i¢; Pavko, 2001). Por esse motivo, a
agitacdo foi a variavel mais significativa na remogdo do corante AR357 pelo
isolado Trametes sp. SC10.

O efeito significativo negativo da concentragéao inicial de corante pode estar
associado a toxicidade do corante azoico. Ao aumentar a concentracdo aumenta
consequentemente a toxicidade, o que afeta o metabolismo do fungo, e diminui a
capacidade de remocao do corante (Ali, 2010; Rodriguez-Couto, 2015). Por outro

lado, o efeito da temperatura esta associado as condi¢des ambientais de cada
fungo.
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Os ecossistemas sao ambientes dindmicos, e 0s micro-organismos séo
afetados por alteracbes nestes parametros e, consequentemente, as suas
atividades de decomposi¢ao também. O micro-organismo foi coletado no inverno
(Julho de 2014), em um ecossistema que se caracteriza pelas baixas
temperaturas do periodo. Isso poderia explicar porque uma diminuicdo da
temperatura favorece o crescimento do micro-organismo.

A partir da Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) aplicada aos
resultados do planejamento experimental Delineamento Composto Central
Rotacional (CCD), encontrou-se o ponto aproximado onde a remogao do corante
AR357 é maximizada pelos fatores com efeito significativo no tratamento com uma
cepa de Trametes sp. SC10: agitacao 200 rpm, temperatura 25°C e concentragao
inicial de corante 100 mgL'1. O pH nao foi significativo e o valor ideal foi definido
em 4,5, a partir dos experimentos iniciais. O valor de R? da equac&o de regressao

do modelo mostrou um bom ajuste aos dados experimentais (0,873).
5.4.3. Estudos de descoloragdo com as variaveis otimizadas

Foi estudada a descoloracdo do corante Vermelho 357 com o isolado
Trametes sp. SC10, usando o ponto de descoloragéo 6timo obtido da aplicagao da
metodologia de Superficie de Resposta (RSM), que teoricamente daria melhores
valores de descoloragdo. Os experimentos de cinética de descoloracédo e de
medicdo de atividade lacase realizados na Secdo 5.3, foram repetidos nas
condicbes de operagdo otimizadas (agitacdo 200 rpm, temperatura 25°C,
concentracao inicial de corante 100 mgL™ e pH 4,5).

Na Figura 5.23 pode-se observar que, embora a descoloragcao fosse
praticamente igual, o comportamento de remocdo de corante e da atividade
enzimatica foi muito diferente para as condigcbes com e sem otimizagdo. Para as
condigdes otimizadas, o isolado Trametes sp. SC10 atingiu 96,58 + 0,61% de
descoloragédo e superou por pouco a quantidade de remocgéo de cor conseguida
nas condigdes nao ideais (150 rpm, 30°C, pH 5,5 e concentragao inicial de corante
de 200 mgL™), nas quais atingiu-se 95,49 + 0,62% de descoloragcdo em 10 dias de

tratameto.
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No entanto, nas condicbes de operagao otimizadas, Trametes sp. SC10
alcangou esse valor em menos tempo, obtendo 95,33 + 1,28% em 8 dias de
tratamento. Além disso, pode ser observado que a descoloragdo comegou em
menos tempo de incubagdo. Enquanto que para as condigdes iniciais o isolado
comegou mostrar remogao as 72 h de tratamento, nas condigdes otimizadas ja
tinha sido removido 27,02 £ 3,31% do corante em 72 horas de operagdo. Essa
capacidade de remogao inicial pode ser atribuida ao mecanismo de biossorgéo, ja
que o fungo cresceu mais rapidamente nas condi¢gdes o6timas, aumentando a
quantidade de biossorvente (avaliagao qualitativa).

Por outro lado, na Figura 5.23 pode-se observar que a enzima lacase
comportou-se diferente nas condi¢gdes otimizadas, comecando a producgao as 72
h, enquanto que para as condigdes ndo ideais sO evidenciou-se atividade lacase
as 120 h de tratamento. No tratamento com as condigdes 6timas de operagao
observou-se o pico de atividade enzimatica entre as 120 e 144 h, similar as
condigdes iniciais. Contudo, o valor maximo de maximo de atividade lacase foi
maior nas condigdes otimizadas (2280,70 + 62,94 a 2549,63 + 61,49 UL™).

Similar ao experimento com as condi¢des iniciais, a descoloracdo também
esteve associada a atividade enzimatica no estudo com as condi¢des otimizadas,
atingindo-se a maxima remocao no pico de atividade enzimatica (120 — 144 h).

O ponto 6timo avaliado reduziu o tempo de operagdo e aumentou a
quantidade de corante removido durante o tratamento. Essas condigbes de
operagao garantiram uma maior produgdo de biomassa e uma maior atividade
enzimatica lacase, melhorando os parametros dos mecanismos usados pelo
isolado Trametes sp. SC10 na descoloracdo do corante Vermelho 357, entre eles

biossorcao e biodegradagéo enzimatica.
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Figura 5.23. Comparagéo da relagéo entre descoloragao e a atividade da enzima lacase pelo
isolado Trametes sp. SC10 durante uma cinética de descoloragao do corante Vermelho 357 para
condigbes de operagao com e sem otimizar

5.5. Identificagao molecular do isolado Trametes sp. SC10

Os excelentes resultados de remocdo do corante Vermelho 357 e os
notaveis niveis de atividade da enzima lacase, fizeram do isolado Trametes sp.
SC10 um bom candidato para o tratamento de corantes da industria de couro.

Portanto, uma identificacdo molecular foi necessaria para conhecer a
espécie do micro-organismo. A identificacdo esteve baseada no uso dos pimers
especificos ITS5 e ITS4

Foi extraido o DNA gendmico a partir do micélio vegetativo de duas cepas
puras do isolado Trametes sp. SC10. As amostras de DNA foram armazenadas a
-20°C e a qualidade do DNA extraido foi analisada em géis de agarose 1% (p/v). A
revelagédo foi realizada no fotodocumentador Syngene (Cambridge, UK) usando
luz UV. Os resultados mostraram que o DNA foi extraido satisfatoriamente (Fig.
5.24).
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Figura 5.24. Os pocos 1 e 2 contém o DNA gendmico extraido de dois isolados de Trametes sp.
SC10. Visualizagédo em gel de agarose 1,5% (p/v) com buffer TAE 1X (0.1 M Tris, 0.09M acido
bérico, 1ImM EDTA) a 7,5 V por 180 min

Uma vez extraido o DNA gendmico, foi realizada a PCR para amplificar as
regides de interesse utilizando os primers especificos ITS5 e ITS4 [(5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3') e (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3")]. Os
produtos de PCR foram migrados em géis de agarose a 1,5% (p/v) em 1X TAE a
7,5V cm™ por 180min. Os géis foram corados com GelRed ® para visualizagdo
com luz UV e o marcador de tamanho molecular 1Kb (Invitrogen) foram usados
para comparar os tamanhos das bandas usando o software UVI Mw Start Gel ®
11. Condicdes electroforese: 3uL de produto de PCR + 1uL de tampéo de corrida
+ 1uL de GelRed ® (diluido 1:500). Os resultados da amplificagdo foram

satisfatorios, conseguindo bandas unicas de aproximadamente 500 pb, quando

comparadas com o marcador de peso molecular e o controle negativo (Fig. 5.25).
1 2 3 4

Figura 5.25. Resultados dos segmentos amplificados. Os pogos 2 e 4 contém os segmentos
amplificados a partir do DNA extraido de dois isolados de Trametes sp. SC10. O pogo 1 contem o
marcador de peso molecular e o pogo 4 tem o controle negativo. Visualizagdo em gel de agarose

1,5% (p/v) com buffer TAE 1X a 7,5 V por 180 min
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Estudos de descoloragdo de corantes para couro pelo isolado nativo Trametes villosa SC10

Os segmentos amplificados foram sequenciadas pelo Centro de
Biotecnologia ACTGene. O programa Chromas Pro v1.74 foi usado para editar as
sequéncias, que depois foram comparadas na base de dados do NCBI no
GenBank ®, usando o algoritmo BLAST ®. A comparagdo com a cepa tipo de
Trametes villosa CBS334.49, permitiu identificar ao isolado Trametes sp. S10
como Trametes villosa, com uma identidade de 99%. A sequencia de Trametes
villosa SC10 foi depositada no GenBank ®, como Trametes KP872699, cddigo
KP872699.
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6. CONCLUSOES

As principais conclusoes tiradas a partir dos resultados deste trabalho sdo:

- A partir da coleta realizada no municipio de Santa Cruz do Sul foram
isoladas e avaliadas varias espécies de basidiomicetos que degradaram diferentes
substratos para enzimas ligninoliticas em meio sdlido, entre eles o isolado
Trametes sp. SC10. A padronizacédo deste método foi importante, ja que se trata
de uma metodologia rapida, econémica e simples, que permitira realizar novas
coletas visando encontrar cepas com altos rendimentos de descoloragao, entre
outras aplicagdes biotecnolégicas;

- O isolado SC10, que se destacou na produgédo de enzimas ligninoliticas
na triagem inicial, demonstrou também seu potencial de degradar quatro corantes
em meio sélido, o que confirmou a hipotese de que as enzimas ligninoliticas
também teriam a capacidade de descolorir corantes para couro;

- Na triagem em meio liquido, Trametes sp. SC10 apresentou melhores
resultados de descoloragdo do que em meio solido, atingindo 96,07 + 0,56%,
90,96 + 0,49%, 83,90 £ 0,57% e 95,88 £ 0,61% de remogéo dos corantes Azul
161, Marrom 414, Preto 210 e Vermelho 357, respectivamente, em 240 horas de
tratamento (10 dias). Esses valores demonstram o potencial da cepa para o
tratamento de corantes para couro em solugdo aquosa. O isolado apresentou
melhores rendimentos do que muitos outros micro-organismos citados na
literatura, ressaltando que foi usado o fungo in vivo sem adi¢géo de indutores nem
cofatores;

- Os métodos analiticos de avaliacdo da atividade enzimatica, da producéao
de biomassa, do consumo de glicose e da remogdo de corante, permitiram
concluir que a descoloragcao esteve associada a alta atividade da enzima lacase
(2327,4 + 144,0 UL™"). No entanto, também se observou que o mecanismo de
biossorgao esteve associado a remog¢ao no inicio do tratamento;

- Os estudos monovariaveis para avaliar o efeito de diferentes condigdes
operacionais demonstraram que os melhores rendimentos de descoloragéao

obtiveram-se com maior agitagdo, numa faixa entre 150 e 200 rpm, com menor

127




Capitulo VI — Conclusées

concentragao de corante, 100 a 300 mgL'1, e na faixa de temperatura entre 25 e
30C°. O pH ideal esteve entre os valores de 4,5 e 5,5, sendo que, um pH alcalino
nao influenciou nos rendimentos de descoloracdo. Esses valores estiveram de
acordo com a literatura;

- O uso de um planejamento experimental Delineamento Composto Central
Rotacional (CCD) e a aplicagdo da Metodologia de Superficie de Resposta (RSM),
confirmou os efeitos significativos da temperatura, da agitagdo e da concentragao
inicial de corante sobre a descoloragdo. Contudo, o efeito do pH néao foi
significativo. A aplicagdo do ponto 6timo obtido da RSM (25°C, 100 mgL™ de
corante, pH 4,5 e 200 rpm) melhorou consideravelmente os rendimentos de
descoloracdo, permitindo atingir 96,58 + 0,61% de remocéo de corante e 2549,63
+ 61,49 UL de atividade lacase, em menos tempo (8 dias);

- O isolado SC10 foi identificado por meio de uma analise molecular da
regido 1TS1-5.8S-ITS2 como Trametes villosa, com 99% de identidade;

- O isolado nativo T. villosa SC10 é considerado um bom candidato para o

tratamento de aguas residuais poluidas com banhos de tingimento do couro.

TRABALHOS FUTUROS

Os resultados promissores atingidos neste trabalho, ainda em fase inicial,
abrem a porta para muitas possibilidades de pesquisa, entre as que se destacam:

- Avaliar o efeito de cofatores e indutores nos rendimentos de remocéao de
corante de Trametes villosa SC10; extrair e caracterizar as enzimas ligninoliticas
produzidas por T. villosa SC10, avaliar a capacidade de T. villosa de descolorir
outros corantes industriais, incluindo misturas dos mesmo; estudar o potencial
para degradar outros compostos xenobidticos como metais pesados e
surfactantes, capacidade que ja foi relatada por outros pesquisadores; realizar
novas coletas de micro-organismos para encontrar cepas com rendimentos de
descoloragéo iguais ou melhores as de T. villosa SC10; avaliar o tratamento de
efluentes de tingimento de curtume, sintéticos e reais, em diferentes escalas de

operacao, entre outras.
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