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Resumo

A industria do couro tem grande importancia no cenario econémico brasileiro, pelo
fato do Brasil ser um dos maiores produtores e exportadores de couro no mundo. A nivel
nacional, atualmente, o Rio Grande do Sul lidera o ranking dos estados que mais
comercializaram couro com o mercado externo, revelando a importancia desse segmento
para a sociedade da regido. No tingimento do couro, etapa principal do acabamento
molhado, emprega-se uma grande variedade de produtos quimicos, incluindo os corantes
que sdo responsaveis por dar a cor e a tonalidade desejadas ao produto final. Os corantes
sao utilizados em excesso nesse processo e uma parte deles ndo se fixa ao couro, o que
gera cargas residuais indesejaveis no efluente. Aguas residuais contendo corantes, se n3o
tratadas adequadamente, podem trazer consequéncias graves para o meio ambiente e
saude humana. Os tratamentos convencionais empregados, mesmo que aplicados em
conjunto com tratamentos avangados, podem nao conseguir remover certas substancias
recalcitrantes, além de serem opg¢bes de custo elevado e com limitagGes técnicas. No
presente trabalho, foi avaliado o potencial de fungos de podriddo branca nativos, coletados
em Porto Alegre, Brasil, para descolorir corantes utilizados na etapa de tingimento do
couro. Entre 15 amostras coletadas, 6 foram devidamente isoladas. Em seguida, as cepas
isoladas foram avaliadas em triagem em meio sélido para produzir enzimas ligninoliticas e
descolorir corantes. Na primeira triagem, 3 cepas apresentaram atividade enzimatica
sendo que o isolado PRO1 se destacou sobre os demais, apresentando atividade enzimatica
para producdo das enzimas lacase e peroxidases extracelulares. O isolado PRO1 também
demonstrou potencial para descoloracdo dos corantes Vermelho acido 357, Preto acido
210 e Azul 4cido 161 em meio sdélido. Em avaliagdo posterior, sob condi¢cdes de
fermentagdo submersa durante 8 dias a 30°C e 200 rpm, o isolado PRO1 descoloriu 89,44 +
2,78 %, 85,71 + 1,20 %, 75,47 + 0,74 %, 63,02 + 0,19 %, 60,29 + 1,34 % e 57,27 + 1,85 % os
corantes Azul 4cido 161, Vermelho acido 357, Amarelo acido 79, Laranja acido 142, Marrom
acido 414 e Preto acido 210, respectivamente. Posteriormente, um novo ensaio em meio
liquido foi realizado com o corante Amarelo acido 79 para evidenciar a participacao do
mecanismo de biodegradacdao enzimatica, através da a¢ao da enzima lacase. Durante o
tratamento foi evidenciada a producdao dessa enzima chegando a valores maximos de
338,370 + 8,066 UL Apds 168 horas de tratamento se atingiu 81,75 + 1,87 % de
descoloracdo. O mecanismo de biodegradacdo foi caracterizado como o responsavel por
uma parte importante da descoloragdo; entretanto, outros mecanismos como biossorgao
gue poderiam estar envolvidos nao foram estudados. O isolado PRO1, por ter apresentado
bons resultados, foi identificado por andlise molecular com 99 % de identidade como
Trametes villosa. Por fim, a coleta e triagem de fungos nativos foi satisfatoéria, visto que foi
encontrada uma cepa (Trametes villosa PR0O1) que atingiu bons resultados para
descoloracdo de corantes utilizados no tingimento do couro.
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1 Introdugao

A industria do couro tem crescido nos ultimos anos e tem grande importancia para o
equilibrio econémico brasileiro. Dados do ano de 2011 revelam que couros e peles tiveram
a participagdao em 6,7 % da balanga comercial brasileira. Dados de agosto de 2016
provenientes da Secretaria de Comércio Exterior do Ministério de Desenvolvimento,
Inddstria e comércio exterior, relataram que o Brasil exportou US$178,5 milhdes em couros
e peles, representando um crescimento de 5,1 % em relacdo ao mesmo periodo de 2015.
Além disso, o Rio Grande do Sul, estado que tem notdrio destaque na producdo desse
segmento, em 2016 lidera o ranking dos estados que mais comercializam couro junto ao
mercado externo, respondendo por 21,6 % das exportagdes (CICB, 2016).

O tingimento do couro, considerado etapa vital na cadeia produtiva, é responsavel
por determinar as especificacdes mais requisitadas do produto final (cor, tonalidade). Esse
processo é uma das etapas de acabamento molhado do couro, realizado em meio liquido
que envolve grande quantidade de dgua (de 4 a 8 m® por tonelada de pele transformada
em couro) e faz uso de corantes organicos sintéticos. Em relagdo aos corantes,
preferencialmente sdo empregados corantes acidos e azoicos, devido a sua afinidade
quimica pelo couro curtido com cromo e por promover maior uniformidade e estabilidade
a cor, respectivamente. Para se garantir a cor e a tonalidade especificadas, os corantes
muitas vezes sdo utilizados em excesso neste processo, o que acaba por gerar desperdicios
e cargas indesejaveis no efluente.

Efluentes contaminados com corantes, principalmente os azoicos, quando ndo
tratados adequadamente, podem trazer consequéncias graves tanto para o meio
ambiente, quanto para a saude humana. Em geral, para remocao de corantes dos efluentes
de tingimento do couro, sdo empregados os tratamentos convencionais, como por
exemplo, coagulacdo, floculacdo e decantacdo, em conjunto com tratamentos biolédgicos.
Esses métodos, de certa forma, sdo eficientes para remocao da carga organica, entretanto
podem ser incapazes de remover substancias recalcitrantes como grupos azo, compostos
fendlicos e etc. (GUTTERRES et al., 2015).

Diante desse problema, diversos pesquisadores se dedicaram a buscar novas
tecnologias para tratar esses efluentes, como por exemplo, fazer o uso de tratamentos

avancados em conjunto com o tratamento convencional, visando melhorar a qualidade
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final do efluente. Entretanto, esses processos destacam-se por possuirem custo elevado e
limitagGes técnicas. Assim, novas pesquisas de sistemas bioldgicos para tratamento estao
ganhando importancia, mediante a utilizacdo de micro-organismos como bactérias, fungos
e algas.

Os fungos de podridao branca tém sido objeto de muitas pesquisas, por serem 0s
micro-organismos mais eficientes para degradacdo de corantes sintéticos (KAUSHIK;
MALIK, 2009; ORTIZ-MONSALVE, 2015). O potencial de descoloragao destes fungos esta
relacionado com a producdo de enzimas ligninoliticas, responsdveis pela degradacdo da
lignina. Entretanto, a maioria das pesquisas desenvolvidas sdo voltadas para o tratamento
de corantes e efluentes utilizados na industria téxtil ((Asgher; Shah; Igbal, (2016); Deveci et
al., (2016); Mahbub et al., (2015); Mota et al., (2015); Zuleta-Correa et al., (2016)). Poucos
estudos sdo destinados a degradacdo de corantes para couro; entretanto Ortiz-Monsalve,
(2015) através de seu trabalho, confirmou o potencial desses micro-organismos para
descolorir alguns corantes para couro em grande extensdo, abrindo portas para as
pesquisas nesse segmento.

Levando em conta o reconhecido potencial dos fungos de podridao branca para
descolorir corantes, o presente trabalho visa encontrar novas espécies desse tipo de fungo
e testar sua capacidade para descolorir corantes utilizados no couro para, futuramente,
representar uma alternativa de tratamento de efluentes do tingimento do couro. Para isso,
serao feitas:

- Coleta e isolamento de fungos de podriddo branca crescendo em arvores ou em
galhos no chao;

- Avaliacdo do potencial dos fungos isolados mediante duas triagens em meio sélido,
sendo a primeira para verificar a producdo de enzimas ligninoliticas, utilizando-se
substratos indicadores, e a segunda verificando o potencial de descoloragao dos isolados
gue apresentarem atividade enzimatica;

- Avaliar o potencial de descoloracdo, sob condi¢des de fermentacdo submersa, dos
isolados que apresentarem potencial de descoloracgdo;

- Utilizar um dos corantes do estudo e o melhor isolado para comprovar ou refutar,
mediante métodos analiticos, a acdo das enzimas ligninoliticas na descoloracao.

- Identificar a espécie do isolado com os melhores rendimentos de descoloragao.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Processo de producao do couro

A producdo de couro é baseada na transformacao de uma pele animal para fabricacdo
de artigos manufaturados como pecgas de vestuario, calgados, estofamento de veiculos,
revestimento de moveis, etc. De acordo com Covington (2009), a pele animal possui
diversos componentes que impactam no processamento e nas propriedades do produto
final, o couro. Portanto, para ser transformada em couro, a pele passa por uma série de
operagles unitarias que visam a limpeza, estabilizacdo e qualidade de acabamento do
produto final desejado. O processamento do couro é dividido, principalmente, em quatro
fases de trabalho:

- Ribeira: é composta por uma série de operagbes quimicas e mecanicas, a saber,
remolho, depilacdo, caleiro, descarne, divisdo, desencalagem, purga e piquel. Estas etapas
tém o objetivo de efetuar limpeza e remoc¢do de estruturas e substancias da pele nao
formadoras de couro, tornando acessiveis os sitios de reacdo para o curtimento (FUCK,
2008; SANTOS, 2006; VIGANNICO, 2007).

- Curtimento: etapa responsavel por tornar a pele imputrescivel mediante a utilizacdo
de curtentes minerais, vegetais ou sintéticos. Os curtentes estabilizam a estrutura proteica
existente na pele conferindo ao couro uma boa estabilidade hidrotérmica e resisténcia a
degradacdo bacteriana (COVINGTON, 2009). Nessa etapa, os curtentes preferidos sdo os
sais de cromo, embora os taninos também sejam utilizados (NAZER; AL-SA’ED; SIEBEL,
2006).

- Acabamento molhado: fase do processo que tem por finalidade atender as
especificacdes do produto final. As operacdes de acabamento molhado sdo neutralizacao,
recurtimento, tingimento e engraxe (VIGANNICO, 2007).

- Pré-acabamento e acabamento final: processo constituido por operacdes mecanicas
gue visam o ajuste das propriedades do couro, a saber, secagem, recondicionamento e
amaciamento, lixamento e acabamento final. Por fim, o acabamento final consiste em um
conjunto de etapas que conferem ao couro seu aspecto definitivo, devido a aplicacdo de
produtos poliméricos formadores de filme sobre o couro, bem como prensagens e

estampagens (COVINGTON, 2009; PICCIN, 2013).
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2.2 Tingimento do couro

O tingimento do couro consiste em conferir a cor do produto final. A coloragdo é
obtida através da fixacdo de moléculas de corantes organicos sollveis na superficie e no
interior da rede de fibras da pele curtida (FUCK et al., 2012). Em curtumes, o tingimento é
normalmente realizado em fuldes com corantes fornecidos em pdé pelos fabricantes
(GOMES, 2014).

O couro é uma matéria-prima dificil de tingir, pois possui estrutura tridimensional
complexa. Dentre as caracteristicas dessa estrutura, destacam-se: distribuicdo irregular de
gorduras remanescentes, imperfeicdes naturais da pele (rugas, cicatrizes, etc.), variagdes
de espessura e densidade (KANTH et al., 2008).

Nessa etapa do processamento do couro, problemas como manchas, dificuldade de
atravessamento do corante e falta de intensidade de cor podem aparecer devido a
descuidos em etapas anteriores. A Tabela 1 apresenta algumas operagcdes anteriores ao

tingimento do couro e suas influéncias no tingimento.

Tabela 1 - Operacgdes anteriores ao processo de tingimento do couro e suas influéncias

Operagao

L Possiveis problemas encontrados
Unitaria

Presenca de calcio residual no interior do couro pode interferir na

Desencalagem ~ , -
8 penetragao do corante, além de alterar a maciez do produto.

Pigmentacdo natural das peles deve ser eliminada, pois interfere na

Piquel uniformidade da cor.

A ndo eliminagdo da gordura natural do couro pode atrapalhar a

Desengraxe . ~
dispersao dos curtentes, provocando manchas.

A maioria dos corantes utilizados no tingimento sdo acidos (aniénicos) os
Curtimento guais apresentam grande afinidade pelo complexo de cromo. A ma
distribuicdo do cromo no curtimento pode levar a formac¢do de manchas.

Os 6leos engraxantes podem esmaecer os tingimentos e até fazer com

Engraxe .
gue os corantes migrem para o banho.

Para se obter um tingimento uniforme, também é necessario compreender a
influéncia dos parametros desse processo, a saber, pH, temperatura, volume de banho,
dimensdo do fuldo, secagem, tempo de tingimento, qualidade da agua, etc. (FUCK et al.,
2012). Além disso, a escolha do tipo de corante é importante para obter a tonalidade de

interesse, bem como prever seu consumo maximo de forma a evitar cargas residuais nos
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efluentes (KANTH et al., 2008).

A cor final de um artigo de couro muitas vezes nao é dada por apenas um corante,
mas por uma mistura de corantes e de outros agentes quimicos. Como exemplo, a cor final
“Acquatic TPX 14-4510” (similar a um azul turquesa), aplicada no tingimento de sapatos e
bolsas femininas, é composta por dois corantes: 0,4 % SELLA® Fast Blue A e 0,10 % SELLA®
Fast Yellow A, onde os percentuais indicados referem-se ao peso do couro rebaixado.
(Informagdes obtidas através do Catdlogo “Inspiring — TFL Colour Trends” da empresa

multinacional TFL).

2.3 Corantes

Os corantes sao substancias que quando aplicadas a um material lhe conferem cor.
Em geral, sdo solUveis em meio acido, neutro ou bdsico, possuindo estrutura molecular
insaturada, sendo eletricamente instaveis. Os corantes podem ser classificados de trés
maneiras distintas: de acordo com sua estrutura quimica, forma de sua utilizacdo ou
método de aplicacido (HUNGER, 2003). No entanto, devido as complexidades da
nomenclatura de cor com base na estrutura quimica, a classificagdo com base na aplicacao

€ muitas vezes considerada como mais vantajosa para fins industriais (YAGUB et al., 2014).

2.3.1 Classificagdo de acordo com a estrutura quimica

Os corantes sdo classificados de acordo com seu grupo funcional croméforo, sendo
essa estrutura a responsavel pelo aparecimento de cor (IQBAL, 2008). Os principais grupos
cromoforos sdo: azo, carbonila, ftalocianina, enxofre, etileno, nitro e nitroso.

Dentro dessa classificacdo, os corantes azoicos sao os mais utilizados no tingimento
do couro e representam mais de 60 % do total de corantes existentes (SHAH, 2014). Na
Figura 1, sdo representados exemplos desse tipo de corantes. Em sua estrutura, ao menos
uma ligacdo dupla entre atomos de nitrogénio é encontrada; no entanto, muitas estruturas
diferentes sdo possiveis (GROWTHER et al., 2008). O grupo funcional, chamado de “azo”
(-N=N-) estd ligado, geralmente, a radicais aromaticos, que, por sua vez, estdo ligados a
outros grupos, como amino (NHz), acido sulfonico e sais de sédio (SOsNa) e metila (CHs).
Esses grupos funcionais ligam-se covalentemente a outras espécies quimicas das fibras
onde se devem fixar, conferindo uma alta estabilidade de fixagcdo no tingimento (GOMES,
Carolina Scaraffuni, 2014). Devido a essas caracteristicas, os corantes azoicos sdo 0s mais

utilizados na industria coureira do Brasil. Além disso, estima-se que entre 90 e 95 % dos
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artigos em couro produzidos em todo o mundo sdo tingidos com esses corantes (FUCK;

GUTTERRES, 2008).

Figura 1 - Estrutura molecular de trés corantes azoicos: (a) Acid Red 2; (b) Disperse Yellow 7; (c)
Direct Black 22.
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Fonte: GURSES et al., (2016)

2.3.2 C(ClassificagGo de acordo com os métodos de aplicagdo

A classificacdo dos corantes de acordo com o método de aplicacdo é mais util e usual
que a classificagcdo quimica, pois leva em conta as caracteristicas de fixacao e os diferentes
graus de aplicabilidade para o tingimento do couro (tingimento superficial, tingimento em
profundidade ou tingimento em profundidade e superficial) (COVINGTON, 2009). De
acordo com os métodos de aplicacdo, os corantes sao classificados em corantes acidos,
basicos, diretos, reativos, de cuba e dispersos. Entre eles, os corantes acidos sdao os mais
usados na industria do couro.

Os corantes acidos sao também chamados de corantes anibnicos, sdo obtidos
comercialmente sob a forma de sais de sédio. Em geral, esta classe de corante tem baixo
peso molecular, alta solubilidade em agua, ligam-se por eletrovaléncia e seu modo de
fixacdo é por acidificacdo devido a presenca de grupos sulfonato (COVINGTON, 2009). Sao
utilizados para tingimento em profundidade em certos tipos de fibras, tais como poliamida,

13, seda e em misturas de fibras, assim como no couro. Suas cores oferecem tonalidades
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vivas, profundas e brilhantes (AYAD; EL-NASR, 2012). Em sua maioria, os corantes acidos,

contém grupos croméforos azo, nitro, nitroso, antraquinona ou trimetilmetano.

2.4 Uso de Corantes para o tingimento e efluentes

A industria do couro gera uma elevada carga poluidora, devido a diversidade de
produtos quimicos utilizados, e principalmente, pela quantidade de agua utilizada nos
processos, pois nem em todas as etapas de produgdo é possivel fazer o reuso de correntes
aquosas. Em relacdo a etapa de acabamento molhado, onde é realizado o tingimento do
couro, a Unica alternativa para mitigar a gera¢ao de residuos é a otimizagao dos processos,
visando o maximo aproveitamento dos reagentes utilizados, diminuindo sua carga para
posterior tratamento (SANTOS, 2006).

Os corantes utilizados para o tingimento do couro, em geral, apresentam diferentes
taxas de exaustao, o que acaba interferindo na tonalidade do produto final, pois a afinidade
entre o couro e o corante nem sempre é ideal. Por mais que se faca uso de agentes
auxiliares para o tingimento, visando uma melhor fixagdo do corante na superficie do
couro, ainda encontram-se quantidades residuais de corantes nos banhos, gerando
residuos que necessitam de tratamento (KANTH et al., 2008).

Os corantes, principalmente os azoicos, podem causar danos tanto ao meio
ambiente, quanto a saude humana. Devido a sua estrutura aromatica, a maioria dos
corantes deste tipo tem dificil biodegradabilidade, podendo ter agdo cancerigena, causar
alergias, dermatites, disfuncdo de 6rgaos como rim, figado, cérebro; podendo ainda,
comprometer o sistema nervoso central e reprodutivo (HIJAZI et al., 2015). Além disso,
esses compostos podem apresentar toxicidade crénica e aguda quando hd possibilidade de
se degradarem em aminas aromadticas através do trato intestinal, pele, pulmdes
(JOTHIVENKATACHALAM e KARTHIKEYAN, 2013).

Do ponto de vista ambiental, esses corantes impedem a penetracdo de luz solar em
camadas mais profundas dos corpos de agua. Isso, por consequéncia, afeta a fauna e a flora
desses sistemas aquaticos, pois a atividade fotossintética, bem como a difusdo de gases,
sdo diminuidas (PICCIN, 2013). Além disso o pH, a demanda bioquimica de oxigénio e a
demanda quimica de oxigénio aumentam na presenca de corantes em 3aguas residuais

(RODRIGUEZ-COUTO, 2015).
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2.5 Tratamento de efluentes e legislagdo ambiental

A legislacdo ambiental para emissdo de efluentes no Estado do Rio Grande do Sul é
regulamentada por trés resolucdes:

- Resolugdo CONAMA 357/2005: classifica os corpos de agua e da diretrizes
ambientais para seu enquadramento, além de estabelecer condi¢cdes e padrdes de
langamento de efluentes;

- Resolugdao CONSEMA 128/2006: fixa padrdes de emissdes de efluentes liquidos para
empresas que langcam seus efluentes em aguas superficiais do Estado do Rio Grande do Sul;

- Resolugdo CONSEMA 129/2006: define critérios e padrbes para toxicidade de
efluentes liquidos langcados em aguas superficiais do Estado do Rio Grande do Sul;

Com relagdo aos corantes, a legislagao nao estabelece padrdes de emissao para a cor,
entretanto ndo pode ser atribuida colora¢do aos corpos de dgua (GOMES, 2014). Segundo
Fuck e Gutterres (2008), na Europa, a Diretriz 2004/21/CE, em vigor desde 2005, limita o
emprego dos corantes azoicos, que por clivagem redutora de um ou mais grupos “azo” (-
N=N-), possam liberar determinadas aminas aromaticas.

Em geral, para remocdo de corantes dos efluentes de tingimento do couro, sdo
empregados os tratamentos convencionais, a saber, coagulacdo, floculacdo e decantacdo
em conjunto com tratamentos bioldgicos. Esses métodos, de certa forma, sdo eficientes
para remocdo da carga organica, entretanto podem ser incapazes de remover substancias
recalcitrantes como grupos azo, compostos fendlicos e etc.(GUTTERRES et al., 2015).

Diante dessa problemadtica, diversas pesquisas se preocupam em aplicar novas
tecnologias para o tratamento desses efluentes, visando reduzir os niveis de DQO e DBO
bem como realizar a descoloragao das aguas residuais. Alguns exemplos sdo os processos
de ozonizacdo (BALAKRISHNAN; ARUNAGIRI; RAO, 2002; IACONI; RAMADORI; LOPEZ,
2009); filtragcdo por membranas (GALLEGO-MOLINA et al., 2013); adsor¢do (IMMICH et al.,
2009; PICCIN et al., 2016; PUCHANA-ROSERO et al., 2016), entre outros. O uso desses
tratamentos avancados em conjunto com o tratamento convencional melhora a qualidade
final do efluente; entretanto, sdo processos que possuem custo elevado e limitacoes
técnicas.

Especificamente, os fungos de podriddo branca (WRF), do inglés “White Rot Fungi”,
tém sido objeto de muitas pesquisas para remogao de corantes nos ultimos anos, por

serem 0Ss micro-organismos mais eficientes para degradacdo de corantes sintéticos
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(KAUSHIK; MALIK, 2009). A capacidade de descoloracdo destes fungos esta relacionada
com a produgao de enzimas ligninoliticas, responsaveis pela degradagdo da lignina. Uma
vez descoberta a habilidade dos WRF para biodegradar efluentes com corantes,
intensificou-se o nimero de pesquisas nesta drea de maneira a substituir ou complementar

os processos de tratamento utilizados industrialmente (ALI, 2010).

2.6 Fungos de podridao branca e biodegradag¢ao da lignina

Os fungos de podriddo branca sdo o maior grupo de organismos que degradam
compostos lignoceluldsicos da madeira. Sdo caracterizados pela aparéncia esbranquicada
gue deixam ao degradar os trés principais componentes da madeira, a saber, a celulose, a
hemicelulose e a lignina (PELCZAR et al., 2005). Esse tipo de fungo secreta enzimas capazes
de despolimerizar e mineralizar completamente a lignina em CO; e H;0, sendo essenciais
para o ciclo do carbono nos ecossistemas terrestres (BOYLE; KROPP; REID, 1992; KIRK;
CULLEN, 1998).

Alignina é um dos constituintes da parede celular de todas as plantas vasculares, com
funcdo principal de proteger a planta contra a degradacdo de suas paredes por acao de
micro-organismos. E um polimero amorfo complexo e recalcitrante, composto de unidades
fenilpropandicas (CsCs3) unidas por diferentes tipos de liga¢do. A irregularidade do polimero
deve-se ao mecanismo de sua biossintese, que é dado através do acoplamento de varias
formas de ressonancia de radicais livres. Dessa maneira, a lignina possui uma estrutura
tridimensional aleatéria, ndo apresentando uma unidade de repeticdo tipica (BETTS et al.,
1991). Uma das possiveis estruturas da lignina é ilustrada no Apéndice A.

A capacidade dos WRF em degradar a lignina é dependente de um complexo
enzimatico extracelular ligninolitico, o qual é formado, principalmente, por quatro enzimas
extracelulares e ndo especificas: lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP), peroxidase
dependente de manganés (MnP) e peroxidase versatil (VP). Os WRF sdo agrupados em
quatro categorias, no que se diz respeito a producdao de enzimas ligninoliticas: WRF
produtores de MnP, LiP e Lac; WRF produtores de Lac e alguma peroxidase (Lip, MnP ou
VP); WRF produtores de peroxidases (LiP, MnP e VP) e WRF produtores de Lac (LOURDES
et al, 2014). Essas enzimas geram radicais livres que atacam aleatoriamente a
macromolécula da lignina, quebrando ligacdes covalentes e liberando uma gama de

compostos fendlicos de baixo peso molecular. As enzimas ligninoliticas podem funcionar
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cooperativamente ou separadamente umas das outras. Entretanto, enzimas auxiliares
como a aril alcool oxidase, se fazem necessdrias para obter a degradagdao completa da
lignina, pois produzem espécies ativas de oxigénio, como perdxido de hidrogénio e radicais

hidroxila responsaveis por atacar o substrato (WONG, 2009).

2.7 Fungos de podridao branca e tratamento de corantes: mecanismos
envolvidos

Os WRF sdo amplamente utilizados na biodegradacdo de corantes, devido a sua
versatilidade metabdlica e producdo de enzimas extracelulares capazes de atuar na
desagregacdo quimica da estrutura da lignina que, por sua vez, apresenta grande
similaridade com a estrutura dos corantes (SANTOS; CORSO, 2014; SINGH, R. L.; SINGH, P.
K.; SINGH, R. P., 2015). Entretanto, além da biodegradacdo enzimatica, outros dois
processos participam na remogao de corantes, a saber, biossor¢ao e bioacumulagao.

A biossor¢do é um mecanismo que envolve uma fase sélida (biossorvente) e uma fase
liquida que contém a substancia a ser adsorvida (corantes) (AKSU; TEZER, 2000). Esse
processo se inicia com a difusdo do composto adsorvido para a superficie da célula
microbiana. Em seguida, a ligacdo desse composto a superficie celular ocorre de acordo
com a afinidade quimica, sendo esse, um processo que ocorre de forma rapida e reversivel
(AKSU, 2005). A descoloragao de corantes por biomassa envolve vdrios mecanismos
complexos como quelagdo, complexacdao, adsorcao quimica e fisica, microprecipitacao,
permuta ibnica e interacdo eletrostatica (SANGHI; VERMA, 2013).

A bioacumulagdo é definida como uma variante especial da biossor¢dao, onde é
observada a acumulacdo de corante na célula fuingica em crescimento ativo. Esse processo
é mediado pela biossorcao inicial (independente do metabolismo), seguido da posterior
acumulagcdo do corante no citoplasma da célula (dependente do metabolismo). Logo, a
bioacumulacdo é compreendida como um processo de adsorcao seguido da absorcdo

(LOURDES et al., 2014).

2.8 Estado da arte da biodescoloracao e biodegradagao de corantes por fungos
de podridao branca

O estudo de descoloragao de corantes por fungos de podriddo branca teve seu inicio

na década de 80. Os pioneiros nessa linha de pesquisa foram Glenn e Gold (1983),



DEQUI / UFRGS — Alan Pereira Magalhdes 11

responsaveis por testar a descoloracao de corantes poliméricos sulfonados através da
atividade ligninolitica de culturas do fungo Phanerochaete chrysisporium.

Uma década mais tarde, Spadaro et al. (1992) mostraram a capacidade do fungo
Phanerochaete chrysisporium para degradar e descolorir sete corantes azdicos. Apds esse
estudo, essa espécie de fungo foi alvo de muitas pesquisas dedicadas a descolorir corantes
azoicos bem como biodegradar outros compostos recalcitrantes (RODRIGUEZ-COUTO,
2015).

O sucesso dos resultados obtidos por outros trabalhos que utilizaram o
Phanerochaete chrysisporium para biodegradar uma gama de corantes azoicos nao sé
alavancou o interesse nessa espécie, mas, intensificou a busca de novas espécies de WRF
visando esse mesmo propdsito. De acordo com Rodriguez-Couto (2015), os quatro
principais WRF que tiveram a capacidade comprovada de degradar corantes azoicos além
do Phanerochaete chrysisporium sdo: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Ganoderma
sp. e Bjerkandera adusta.

Até entdo, inumeras pesquisas foram desenvolvidas visando utilizar novas espécies
de WRF capazes de biodegradar corantes utilizados na industria, bem como otimizar
condicbes de operacdo e uso das enzimas produzidas pelos WRF diretamente no
tratamento, além de desenvolver estudos analiticos para entender os mecanismos de
degradacdo, bem como de acdo enzimatica durante o processo (KAUSHIK; MALIK, 2015).

Devido a existéncia de inumeras publicacdes referentes ao uso dos WRF para
descolorir e biodegradar corantes, e visando uma abordagem mais pratica dos trabalhos
disponiveis na literatura, a seguir, serdao consideradas algumas pesquisas publicadas no
ultimo ano:

- Zuleta-Correa et al., (2016) utilizaram trés espécies diferentes de WRF (T. versicolor,
Pleurotus pulmonarius e P. ostreatus visando a degradagao do corante Basic Red 46 através
da fermentacdo em estado sdlido. Os autores reportaram um percentual de degradacdo
maximo de 63 %, obtido apds 17 dias de incubagao utilizando o fungo Trametes versicolor,
enquanto que P. ostreatus e P. pulmonarius conseguiram chegar a um percentual maximo
de 69,3 % e 63,1 %, respectivamente, apds 25 dias de incubacao.

- Adnan et al., (2016) conseguiram atingir 97,17 % de biodegradacdo do corante Acid

Red 27 em apenas 72 horas de incubacdo, mediante a inoculacdo do basidiomiceto



12 Coleta, isolamento e triagem de fungos nativos para tratamento de corantes usados na
indUstria do couro

Armillaria sp. F022. Além disso, os autores avaliaram os metabdlitos formados durante a
biodegradagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

- Lu et al., (2016) estudaram a descoloragdo de efluentes téxteis simulados com trés
tipos de corantes (Remazol Brilliant Blue R, indigo carmine e methyl green) utilizando
culturas do fungo Ganoderma sp. En3 e enzimas puras produzidas pelo mesmo. Esse
trabalho demonstrou a enorme capacidade do WRF em descolorir esses corantes,
chegando até 98,2 % de remogao do corante Indigo carmine (concentragao inicial de 2000
mg L1). Testes com a enzima pura lacase produzida pelo fungo permitiram atingir 93,4 %
de descoloragdao para a mesma concentragdo inicial de corante. O estudo revelou o
potencial de Ganoderma sp. En3 para o tratamento de corantes industriais bem como de
efluentes da industria téxtil.

- Kunjadia et al., (2016) estudaram a biodegradacao de corantes azoicos utilizando
enzimas ligninoliticas produzidas por trés espécies de WRF (P. ostreatus, P. sapidus e P.
florida). Os autores reportaram a enzima lacase como a principal responsdvel pela remogao
de 88, 92 e 98 % de corante, respectivamente, para os fungos P. ostreatus, P. sapidus e P.
florida.

- Asgher; Shah; Igbal, (2016) utilizaram uma cepa de T. versicolor IBL-04 para a
biodegradacdao do corante Remazol Brilliant Yellow 3-GL, corante reativo tipicamente
utilizado na industria téxtil. Na primeira triagem o fungo conseguiu uma descoloracdo de
93,5 % sob condigcdes especificas (pH: 4; temperatura: 30 °C; sob agita¢do). Sob condigbes
otimas, adquiridas via otimizacdo estatistica de diferentes fatores fisicos e nutricionais, a
cepa removeu 100 % do corante estudado. A lacase foi a principal enzima secretada pelo
fungo.

- Deveci et al., (2016) estudaram a descoloracdo dos corantes Acid Red 88 e Reactive
Red 180 mediante a utilizacdo do fungo P. chrysosporium em um processo hibrido
constituido por um biorreator de membrana fungica em conjunto com um reator de
membrana fotocatalitico. Os autores relataram que, apds ajustes no pH 6timo (4,5), foi
possivel a remocdo de 99,9 % da cor para ambos os corantes.

- Ling et al.,, (2015) isolaram a enzima lacase, obtida através de fermentacdo
submersa do fungo Trametes sp. LAC-01. Em seguida, realizaram testes de descoloracao

em diversos corantes aplicados na industria téxtil. Os autores relataram que, apds 24 horas
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de incubagao, alcangaram descoloragao de 65,4 % e 75,8 % para o corante Bromothymol
Blue e Malachite Green, respectivamente.

- Mota et al., (2015) utilizaram a enzima lacase, produzida pelo fungo Ganoderma
lucidum, para descoloracdao do corante vermelho congo (Direct Red 28) largamente
utilizado na industria téxtil. Os autores relataram que, apds 6 horas de tratamento, sob
condicbes de pH 4,0 e temperatura a 40 °C, a enzima removeu 80 % da cor.

- Yildirim; Yesilada, (2015) fizeram um estudo de descolora¢do dos corantes Acid Blue
74 e Reactive Blue 198. Para isso, utilizaram os fungos Trametes versicolor e Funalia trogii
livres e imobilizados em carvao ativado, madeira de pinho e células fungicas aprisionadas
em esferas de alginato. Os autores relataram que o corante Acid Blue 74, em apenas 2 horas
de tratamento, obteve descoloragao de 96 e 94 %, respectivamente, para os fungos livres
Trametes versicolor e Funalia trogii. A descoloracdo do corante Reactive Blue 198 alcancou
87 e 84% sob mesmas condigdes. Além disso, os fungos imobilizados na madeira de pinho
obtiveram uma descoloragdo mais rapida e eficiente.

-Chen; Ting, (2015), avaliaram a descoloracdo dos corantes Crystal Violet, Methyl
Violet, Cotton Blue e Malachite Green a partir do isolado Coriolopsis sp. 1c3, sendo que
solucbes de 100mg L foram utilizadas para tratamento. Apds 7 dias de tratamento, os
corantes Crystal Violet e Methyl Violet alcangaram 94 e 97 % de descoloragao,
respectivamente. Entretanto, o corante Malachite Green foi o mais recalcitrante,
alcangando apenas 52 % de descoloragao apos 9 dias de tratamento. Os autores reportam
gue tanto os mecanismos de biossorcdo, quanto biodegradacdo foram responsaveis pela
descoloragao desses corantes.

Um resumo de todos os estudos reportados nessa se¢cdo é mostrado no Apéndice B,
onde se relaciona cada fungo empregado para o tratamento, os corantes estudados, tempo

de tratamento e a descoloragao alcancada.

2.9 Os WRF no tratamento de corantes para o couro e efluentes de tingimento
de curtume

A grande maioria das pesquisas encontradas na literatura envolvendo WRF para a
descoloracdo e biodegradacao é voltada a industria téxtil ou para biorremediacdo de
compostos xenobidticos. Entretanto, a seguir serdo relatados alguns estudos que foram

realizados para tratamento de corantes para o couro e seus efluentes:
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- Rodriguez-Couto et al., (2004) utilizaram a enzima lacase, produzida pelo fungo T.
hisurta em crescimento para biodegradagdo de dois corantes empregados na industria do
couro (Luganil Green e Sella Solid Red). Através de um biorreator de imersdo, com peneiras
de aco inoxiddvel agindo como imobilizador celular, os autores reportaram que, em apenas
2 horas de tratamento, atingiram 40 e 16,2 % de remog¢ao de cor para os corantes Luganil
Green e Sella Solid Red, respectivamente.

- Gémez-Bertel et al., (2008) utilizaram células imobilizadas de trés fungos (P.
chrysosporium, Trametes versicolor e Aspergillus niger) em espuma de poliuretano para
descolorir um efluente de curtume. O melhor resultado foi alcangcado apds 10 dias de
tratamento, quando conseguiram 67 % de descoloracdo desse efluente utilizando o fungo
P. chrysosporium.

- Baccar et al., (2011) estudaram o potencial de trés fungos para biodegradar o
corante comercial Black Dycem utilizado para o couro. As cepas do T. versicolor, G. lucidum
e I. lacteus, foram submetidas a duas triagens, sendo a primeira em meio sélido e a segunda
em meio liquido. Apds essa triagem, os autores identificaram o T. versicolor como a cepa
com maior capacidade de descolora¢ao, em termos de extensao e rapidez. Em seguida, a
cepa do T. versicolor foi utilizada em um biorreator do tipo air-lift em lotes individuais e em
bateladas fazendo-se reutilizacdo de biomassa. Por fim, os autores relataram que o fungo
conseguiu uma descoloracdo de 86 a 89 % no tratamento.

- Pazarbasi et al., (2012) utilizaram o fungo T. trogii TEM H2 para descoloracdo de
corantes para o couro. Primeiramente, os autores avaliaram a descoloragdo do corante
Acid Blue 7 e ap6s otimizagao das condi¢des de operagdo (pH 5 e 27°C) atingiram 99,9 % de
descoloragao sob agitagao e 63,5 % em condigles estaticas. Apds os bons resultados
obtidos, foi avaliada a descoloracdo de outros oito corantes (Acid Black 210, Acid Green 20,
Acid Yellow 36, Acid Black 24, Acid Black 234, Acid Violet 17, Acid Blue 134 e Acid Brown
349), bem como a mistura desses oito corantes com o Acid Blue 7 e de um efluente real de
curtume contendo Acid Blue 7. Os autores reportam que, apds as primeiras 24 horas de
tratamento atingiram a descoloracdo de 88 e 48 %, respectivamente, para a mistura de
corantes e para o efluente contendo Acid Blue 7.

- Ortiz-Monsalve, (2015), reportou a habilidade do isolado Trametes villosa SC10,
para descoloracdo de quatro corantes para o couro (Azul 161, Marrom 414, Vermelho 357

e Preto 210). O isolado em meio liquido, sob condi¢cdes de fermentacdo submersa, removeu
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96,07 %, 90,66 %, 83,90 % e 95,88 %, respectivamente, dos corantes Azul 161, Marrom 414,
Vermelho 357 e Preto 210. O autor realizou ensaios adicionais com o corante Vermelho
357 para elucidar mecanismos envolvidos na descoloracdo, chegando a conclusdo de que
a enzima lacase desempenhou papel importante na descoloragao, aliada ao mecanismo de
biossor¢do. Sob condi¢es 6timas (pH 4,5, 25°C, 200 rpm e 100 mgL?! de corante) atingiu

96,58 % de descoloracdo do corante Vermelho 357.
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3 Materiais e Métodos
Este capitulo apresenta os materiais e reagentes utilizados neste trabalho e a
descricdo dos procedimentos adotados para a obtencdo dos fungos e realizacdo dos

ensaios de descoloragao.

3.1 Reagentes

Todos os reagentes usados nesta pesquisa foram de grau analitico, os quais incluem
indicadores de atividade enzimatica, corantes para couro e compostos usados como

nutrientes nos meios de cultura.

3.1.1 Compostos indicadores de atividade enzimdtica e corantes para couro

Os reagentes ABTS (ABTS: 2,2’ —azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) sal
diamonio, guaiacol (GUA: 2- metoéxifenol) e cloreto de manganés (CM: MnCl,.4H,0), usados
nos testes enzimaticos, foram fornecidos pela Sigma-Aldrich e Santa Cruz Biotechnology. A

estrutura e caracteristicas desses substratos é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Estrutura molecular e caracteristicas dos substratos indicadores de atividade

enzimatica
Formula Massa
Substrato Estrutura Molecular Molar
Molecular 1
(gmol™)
HaC—
N
ABTS 09 s,_ M= CisH2aNgOgSa| 548,68
NH4+@[N>=N S SOy 18H24N606S4 )
NH,*
\‘CHa 4
OCHs5
GUA OH C7H302 124,14

Para os estudos de descoloracdo foram utilizados seis corantes comerciais
empregados no tingimento do couro: Azul 4cido 161 (AA161), Marrom acido 414 (MA414),
Preto acido 210 (PA210), Vermelho acido 357 (VA357), Amarelo 4cido 79 (AA79) e Laranja
acido 142 (LA142). Os corantes foram fornecidos pela Companhia Lanxess Ltda, Ind. de

Produtos Quimicos e Plasticos (Sao Leopoldo, RS, Brasil). A Tabela 3 mostra, de maneira
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resumida, algumas caracteristicas fisico-quimicas dos corantes. A estrutura quimica de
cada corante é apresentada no Apéncice C.

Na determinacdo do comprimento de onda com maior absorbancia para cada
corante (A v.), informagdo usada na avaliagdo da descoloragao, foram feitas analises dos
espectros de absor¢do dentro da faixa da luz visivel (400 nm a 800 nm). Todos os ensaios
de espectrofotometria foram realizados em um espectrofotometro UV-VIS T80 de PG
Instruments Ltd. (Leicester, LEC, UK).

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas dos corantes utilizados no trabalho.

Laranja Azul Preto Vermelho Marrom Amarelo
acido 142 acido 161 acido 210 acido 357 acido 414 acido 79
® ® ®
Nome |BAYGENAL® E;AY(I;:NAL SOLVADER® | BAYGENAL® 'ISDAYSENAL B/?AY GEN?L
comercial . zul Escuro ark Brown marelo
Laranja 3GR 75 21C Red GT L-N2G 1GL
Nome C.I° | Acid Orange | Acid Blue Acid Black Acid Red Acid Brown | Acid Yellow
142 161 210 357 414 79
Numero
CAS® 55809-98-8 | 12392-64-2 | 99576-15-5 | 57674-14-3 | 82640-18-4 | 72828-69-4
Massa
Molar 956,7 394,4 938,02 956,7 599,23 1115,16
(gmol™?)
Pureza (%) 71 77 70 80 75 90
A Max (nm) 472 578 420 494 420 420
i CigH17
Formula | C3;H20CrN1g | C20H13N20s | C3aH25K2N11 | C32H20CrN10 FeNaNa Ca7Ha2N10
Linear | 0145,3Na SNaCr 011Ss 0145,3Na o 4 S > | 012542Na
11

3 Nome no indice Internacional de Corantes (Cl do inglés, “Colour Index International”).
b Numero CAS (CAS, do inglés “Chemical Abstracts Service”).

3.1.2 Meios de cultura

Para preparacdao dos meios de cultura foram utilizados os seguintes reagentes:
Glicose, Agar, Extrato de Levedura, Extrato de Malte e Meio comercial Agar Batata Dextrose
(ABD), fornecidos pela Himedia Laboratories e Difco Laboratories. Diferentes meios de
cultura foram preparados ao longo de toda parte experimental, sendo cada um utilizado
para determinado objetivo:

- Meio de Isolamento e reativacao de micro-organismos: para essa etapa foi utilizado
o meio MEA, composto por Extrato de Malte a 2 % (m/v), Extrato de Levedura a 0,4 %

(m/v), Glicose 1 % (m/v) e Agar 1,5 % (m/v). Para isolamento, o meio MEA foi
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complementado com o antibidtico Cloranfenicol® a 0,01 % (m/v) e o fungicida Benomy!®

a1l%(m/v) (KISKINEN et al., 2004). Para a reativacdo dos isolados foi usado MEA;

- Meio de Conservagdo: visando a preservacao dos micro-organismos isolados, foi
utilizado o meio comercial Agar Batata Dextrose (ABD) a 2 % (m/v);

- Meio para triagem da atividade enzimatica: para esse experimento, foi utilizado o
meio sélido MEA complementado individualmente com os indicadores enzimaticos ABTS,
GUA e CM (todos a 0,01 % (m/v)). (BACCAR et al., 2011; BARRASA et al., 2014; JAROSZ-
WILKOtAZKA et al., 2002);

- Meio para triagem do potencial de descoloracdo: foi usado o meio sélido MEA
complementado individualmente com corantes AA161, VA357 e PA210 em concentragao
de 200 mglL?;

- Meio para ensaios de descoloragao: os ensaios de descoloragdao foram realizados
usando o meio de cultura liquido Caldo extrato de malte (MEB) composto por extrato de
malte a 2 % (m/v), extrato de levedura a 0,4 % (m/v) e glicose a 1 % (m/v). No caldo
nutritivo, foram adicionados, separadamente, os corantes AA161, VA357, PA210, MA414,
AA79 e LA142 a 200 mgL* (BACCAR et al., 2011).

Todos os meios de cultura usados foram esterilizados em autoclave sob condicdes
especificas (temperatura de 121°C e pressao de 1 atm) durante 15 minutos, antes de serem

inoculados com as cepas fungicas.

3.2 Micro-organismos

3.2.1 Coleta de fungos nativos

A coleta de micro-organismos foi realizada no Parque Farroupilha, popularmente
conhecido como Parque da Redencdo (Porto Alegre, RS, Brasil). O objetivo desta etapa
consistiu em coletar amostras ambientais constituidas por pedacos de madeira em
decomposicdao contendo corpos de frutificacdo (basidiocarpos) de fungos de podridao
branca. Cada basidiocarpo foi removido sob corte, utilizando-se estilete previamente
desinfetado em alcool 70°. Posteriormente, o material foi submetido a lavagem com agua
destilada estéril e desinfecgdo com uma solugdo de 3 % de perdxido de hidrogénio
(HERNANDEZ-LUNA et al.,2008). Apds a desinfeccdo, pedacos de micélio (1 cm?) foram

removidos de cada basidiocarpo, e foram armazenados para posterior incubacdao (ORTIZ-
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MONSALVE, 2015). Foram realizados registros fotograficos de cada amostra para uma

posterior identificacdo morfoldgica dos fungos.

3.2.2 Isolamento de cepas fungicas

O isolamento de cada fungo foi realizado em placas de Petri com 90 mm de diametro
contendo 20 mL do meio de isolamento. Os pedagos de micélio coletados foram incubados
em estufa a 30°C durante uma semana. Repicagens sucessivas foram realizadas até obter
culturas puras. O tamanho, forma e cor dos micro-organismos em crescimento foi

acompanhado diariamente para identificacdo do isolamento (ORTIZ-MONSALVE, 2015).

3.2.3 Cepa de referéncia
A cepa Trametes villosa SC-10, previamente isolada por Ortiz-Monsalve, (2015) foi
utilizada como cepa de referéncia, pois de acordo com os estudos do autor foi uma espécie

de WRF que apresentou excelentes resultados para descoloracdo de corantes para couro.

3.2.4 Conservagéio dos micro-organismos

Os isolados foram conservados em geladeira sob temperatura controlada (4°C) em
meio ABD. Sub-culturas foram realizadas a cada 60 dias, para preservacao da estirpe. Antes
de qualquer experimento, cada cepa foi reativada por incubacdao em meio MEA (30°C

durante 5 dias).

3.2.5 Preparagéo do inéculo

Todos os indculos foram preparados por reativacao das cepas conservadas em ABD.
A reativagao consistiu em incubar um pedaco de micélio em meio MEA, durante 5 dias a
30°C. Para os ensaios em meio sélido (triagem de atividade enzimatica e potencial de
descoloracdo) foi usado um pellet retirado do entorno da suspensdo de micélio em
crescimento da cultura reativada, para incubacdo em placa de Petri contendo o meio de
cultura MEA com indicadores enzimaticos ou os corantes.

Ja os indculos utilizados para experimentos de descoloracao em meio liquido foram
preparados a partir da cepa que apresentou os melhores resultados na triagem em meio
solido. Apds reativacdo, trés pellets foram cortados do micélio em crescimento e
adicionados, assepticamente, a cada Erlenmeyer contendo o meio de cultura MEB com o

respectivo corante.
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3.3 Triagem em meio sélido

ApOds coleta e isolamento, cada cepa pura foi submetida a duas triagens em meio
solido. A primeira triagem foi realizada para avaliar a producdo de enzimas ligninoliticas.
Posteriormente, as cepas que apresentaram atividade enzimatica positiva foram usadas

para uma segunda triagem que avaliou o potencial de descoloragao dos corantes.

3.3.1 Avadliagdo qualitativa de atividade enzimdtica

Para esse experimento, placas de Petri incubadas com cepas puras em meio MEA
contendo indicadores enzimaticos (ABTS, GUA e CM) foram monitoradas seguindo a
metodologia utilizada por Jarosz-Wilkolazka et al., (2002). Em complemento a esse método,
placas inoculadas com a cepa Trametes villosa SC-10 foram utilizadas como controle biético
positivo e placas sem indculo foram utilizadas como controle negativo de atividade
enzimatica. A participacdo de cada enzima foi comprovada, de acordo com algumas
caracteristicas mostradas na Tabela 4.

Tabela 4 - Identificacdo qualitativa de atividade enzimatica das cepas isoladas mediante reacao
com meio indicador.

Meio indicador Enzima envolvida | Caracteristicas observadas Referéncia
Aparigdo de um halo
marrom avermelhado no 3
Oxidases e/ou entorno da zona de HERNANDEZ-
MEA com GUA peroxidases crescimento do micro- LUNA et al.,
extracelulares organismo, caracterizando a (2008)
reagao de oxidagao do
guaiacol
Apari¢do de uma coloragao
verde escura no entorno do JAROSZ-
MEA com ABTS Lacase micélio em crescimento, WILKOLAZKA et
caracterizando a oxidagdo al., (2002)
do ABTS para ABTS*
Peroxidase Formacio de flocos JAROSZ-
MEA com CM dependente de ¢ WILKOLAZKA et
N marrons
manganeés al., (2002)

3.3.2 Avadliag¢do do potencial de descolora¢éo

O estudo do potencial de descoloracdo foi conduzido em trés testes (controle
abidtico sem indculo, cepa Trametes villosa SC-10 e cepa isolada) para cada corante

(PA210, AA161 e VA357). Segundo Baccar et al., (2011) e Barrasa et al., (2014), o potencial



DEQUI / UFRGS — Alan Pereira Magalhdes 21

de descoloragao foi confirmado pela aparigao de um halo de descoloragao ao redor da zona

de crescimento do fungo.

3.4 Descoloragao em meio liquido

Apods triagem em meio sélido, a melhor cepa foi selecionada para descolorir os
corantes AA161, PA210, VA357, AA79, LA142 e MA414 em condi¢bes de fermentacdo
submersa. Foram preparados 6 meios de cultura liquido (MEB) para cada corante (triplicata
para melhor cepa até entdo, duplicata para Trametes villosa SC10 e controle abidtico),
totalizando 36 ensaios que permaneceram durante 8 dias em camara incubadora
refrigerada com agitacdo de Marconi Equipamentos (MA832 — Piracicaba,SP, Brasil) a 30°C
e 200 rpm.
Apds 8 dias de experimento, os meios liquidos foram filtrados em sistema de filtragao a
vacuo (Papel filtro de porosidade 6,0 um). Em seguida, tomaram-se amostras de 3 mL. O
filtrado foi usado para medir a absorbancia no comprimento de onda maximo de cada
corante (Awmax). A descoloragdo foi medida de acordo com a Equacéo 1.

Equacao 1 - Descoloragao (%)

Abs.i — Abs. f
_— %

100
Abs.i

% Des =

Sendo:

% Des: Porcentagem de descoloragdo obtida
Abs. i: Absorbancia inicial no Amax

Abs. f: Absorbancia final no Amax

3.5 Cinética de descoloracao

Nesta etapa foi realizado um estudo cinético que relacionou a descoloragdo com a
atividade enzimatica da lacase e a producdo de biomassa para o corante que apresentou
os melhores resultados nos experimentos de descoloragcdo em meio liquido. Amostras de
6 mL coletadas assepticamente de cada Erlenmeyer foram centrifugadas a 6000 rpm
durante 10 min, e o sobrenadante foi analisado de acordo com os procedimentos analiticos

descritos a seguir.
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3.6 Procedimentos analiticos
3.6.1 Medigdo da atividade enzimdtica

A atividade enzimatica foi determinada a partir de andlise espectrofotométrica. Essa,
consistiu em medir, durante 5 min e a A = 405nm, a variacao da absorbancia levando em
conta a reagao oxidativa entre o sobrenadante com uma solugdo de ABTS 1 mM tamponada
com Acetato de Sédio 0,2 M a pH 4,5 (HEINZKILL et al., 1998; WANG; NG, 2006). Para cada
leitura, foi utilizada a seguinte mistura reacional:

- 750 pL de solucdo de ABTS tamponada com acetato de sédio;

- 750 L de sobrenadante do meio de cultura;

- 1500 pL de dgua destilada.

A Equagado 2, considerada uma variante da lei de Lambert-Beer, foi utilizada para
quantificar a atividade enzimatica, dada em UL (sendo U = umol min‘t).

Equacdo 2 - Medida da atividade enzimética para enzima lacase (UL?)

_ AAbs x Vtotal » 1000 * df

AE
esub x L * Vcaldo * t

Sendo:

AE : Atividade Enzimatica (UL?)
AAbs: Absorbancia final — Absorbancia inicial
Vtotal: Volume da mistura reacional na cubeta de quartzo (mL)
esub: Coeficiente de extingdo molar do ABTS oxidado (36 mM* cm™)
t: Tempo em minutos
df: Fator de diluicao
L: Espessura da cubeta (cm)
Vcaldo: Volume de sobrenadante de cada meio de cultura utilizado (mL)
1000: Fator de conversdaode mLa L
3.6.2 Medigdo da descoloragdo

A descoloracdao foi medida por espectrofotometria seguindo a metodologia e

Equacdo 1 apresentados na secdo 3.4.
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3.6.3 Medigdo da produgéo de biomassa

A produc¢do de biomassa foi mensurada através do método gravimétrico de peso
seco, utilizado por Maximo et al. (2003). Para isso, os meios de cultura foram filtrados em
sistema de filtragdo a vacuo, utilizando papel filtro. Em seguida, os filtros contendo
biomassa foram dispostos em placas de Petri e levados para secar em estufa durante 24
horas a 105°C. Passadas as 24 horas, os papéis foram retirados da estufa e pesados em
balanga analitica. A biomassa seca produzida por litros de meio de cultura foi calculada

através da Equacao 3.

Equagdo 3 - Producio de Biomassa (gL?)

B_FC—F
v

Sendo:

B: Biomassa gerada na fermentac3o (gL?)

Fc: Peso final do papel filtro com a biomassa seca (g)
F: Peso do papel filtro (g)

V: Volume do meio de cultura MEB (200mL para todos os casos)

3.7 Identificacdo molecular da cepa fuingica

A identificagdo molecular do isolado que mostrou os melhores resultados foi
realizada no laboratdrio de Micologia, do Departamento de Microbiologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. Esta etapa consistiu na amplificacao
e andlise da sequéncia do DNA ribossémico (DNAr). Para isso, a cepa foi incubada em MEA

(7 dias, 30 °C) e o micélio fresco foi utilizado para extracdo do DNA gendmico usando um

kit especifico (UItraCIean® Soil DNA - MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, EUA).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Coleta e isolamento de fungos nativos

Foram coletadas quinze amostras de basidiocarpos crescendo em arvores ou em
galhos no chdo, em sua grande parte, apresentando caracteristicas similares aos géneros
Trametes e Coriolopsis. Para efeito de identificacdo, cada amostra foi nomeada de acordo
com o local de coleta (Parque Redengao-PR) e ordem cronoldgica, a saber: PRO1, PRO2, até

o Ultimo fungo PR15. A Figura 2, mostra algumas das amostras coletadas “in natura”.

Figura 2 - Amostras in natura de basidiocarpos dos fungos coletados: a) PRO1; b) PRO5;
c) PR12; d) PR14

Apds coleta, as amostras seguiram para a etapa de isolamento. Por mais que a
metodologia de coleta e isolamento tenham sido seguidas com todos os cuidados possiveis,
apenas duas amostras conseguiram ser isoladas no meio MEA, a saber, os fungos PRO1 e
PR14. Essas cepas apresentaram grandes semelhangas visuais com a cepa SC10 isolada por
Ortiz-Monsalve, (2015), pois cresceram em disposi¢cdo concéntrica em relagdo ao indculo,
sem a presenca de outros micro-organismos e com micélio apresentando coloragao branca.

A Figura 3 mostra as amostras referidas, apds sete dias de incubacdo em MEA.
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Figura 3 - Isolados puros apods sete dias de incubagdao em meio MEA a 30°C: a) PRO1; b) PR14

Por outro lado, a contaminagdo cruzada com outros micro-organismos ambientais,
tais como bactérias, leveduras e outros fungos fizeram com que o isolamento das amostras
PRO3, PRO4, PRO5, PRO7, PR10, PR11, PR12 e PR13 ndo fosse possivel. A extensdo da
contaminagado dessas amostras, nao deu a possibilidade de se tentar realizar repicagens
sucessivas. A Figura 4 mostra algumas das amostras que ndo conseguiram ser isoladas,
destacando-se a extensdo da contaminacdo devido a presenca de granulos de diversas
coloracdes e tamanhos, caracterizando a contaminacdo por colénias bacterianas e

leveduras.

Figura 4 - Amostras apds sete dias de incubacdo em meio MEA a 30°C que apresentaram
contaminacdo cruzada: a) PRO5; b) PRO7; c) PR10

As demais amostras (PR0O2, PR06, PRO8, PR0O9 e PR15), no primeiro momento, nao
foram isoladas puras e nem obtiveram grau elevado de contaminacdo. Dessa maneira,
repicagens sucessivas foram aplicadas a elas buscando culturas puras. Esperou-se mais
uma semana, para verificar o crescimento do micélio de cada amostra. Passado esse
periodo, apenas o fungo PR15 ndo foi isolado.

Concluida a primeira etapa experimental, de quinze amostras, seis seguiram para as

triagens em meio sdlido (PRO1, PRO2, PRO6, PR 08, PR0O9 e PR14).

25
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4.2 Triagem em meio sélido

4.2.1 Avaliagéo qualitativa de atividade enzimdtica

Nesse ensaio qualitativo, as cepas isoladas (PRO1, PRO2, PRO6, PRO8, PRO9 e PR14)
foram avaliadas quanto a producdo de enzimas ligninoliticas. Os resultados obtidos para
elas foram comparados com o que foi obtido pela cepa de referéncia (Trametes villosa
SC10) e com resultados da literatura.

Das seis cepas avaliadas nesse ensaio, trés apresentaram atividade enzimdtica. As
cepas PRO6, PRO8 e PR14 cresceram em meios MEA complementados com os indicadores
enzimaticos (ABTS, GUA e CM) sem apresentar qualquer reac¢do, portanto, ndo sendo
identificada a existéncia de atividade das enzimas avaliadas.

As cepas PRO1, PRO2 e PR0O9 foram capazes de oxidar o substrato Guaiacol, do meio
MEA contendo GUA, formando um halo marrom avermelhado ao redor da zona de
crescimento. O mesmo resultado foi obtido para o controle positivo utilizado (estudo
contendo o isolado SC10), confirmando a produgdo de enzimas oxidades e/ou peroxidases
extracelulares. Entretanto, as mesmas cepas ndo apresentaram formagdo de flocos
marrons no meio de cultura MEA contendo CM o que iria sugerir produgdo da enzima
peroxidase dependente de manganés, responsavel por oxidar o cloreto de manganés I
presente no meio, como reportaram Jarosz-Wilkolazka et al.,(2002) e Hernandez-Luna et
al., (2008).

Em relacdo ao meio MEA contendo ABTS, somente o fungo PRO1 apresentou
producao da enzima lacase. Isso foi identificado devido a formacao de um halo escuro de
cor roxa ao redor do micélio, de mesma extensao, cor e tonalidade observada no controle
positivo (isolado SC10). A Figura 5 mostra a producdo de enzimas ligninoliticas pela cepa
PRO1.

Figura 5 - Ensaio de producdo de enzimas ligninoliticas: a) PRO1 em MEA apds 7 dias (controle); b)
PRO1 em meio MEA com GUA apds 5 dias (vista superior); c) PRO1 em MEA com ABTS apds 5 dias
(vista superior); d) PRO1 em MEA com ABTS apds 5 dias (vista inferior).

a) b) 00|
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De maneira a confirmar a producdo de lacase para o fungo PRO1, a Figura 6 mostra
os controles positivos utilizados nesse estudo (isolado SC10 em MEA nos meios com GUA,

ABTS e CM).

Figura 6 - Controles positivos inoculados com isolado SC10 em MEA na presenca de indicadores
enzimaticos apods 6 dias de incubacdo.

A comparacdo de resultados (controles positivos x PRO1) comprovou que o fungo
PRO1 produziu as enzimas lacase e oxidases e/ou peroxidases extracelulares, sendo Unico

fungo selecionado para seguir no ensaio de descoloragdao em meio sélido.

4.2.2 Avaliagdo do potencial de descolora¢éo
Nessa etapa, o isolado PR0O1, foi avaliado para descolorir os corantes AA161, PA210 e
VA357 em meio MEA. Para comparacao de resultados, foram utilizados: controle abidtico

e controle positivo (placa inoculada com o isolado SC10), conforme mostra a Figura 7.

Figura 7 - Descoloracdo de corantes em meio MEA, ap6és 7 dias de incubacgdo a 30°C. Corante
AA161: a) Controle abidtico; b) PR0O1; c) SC10. Corante PA210: d) Controle abidtico; e) PR 01; f)
SC10. Corante VA357: g) Controle abidtico; h) PR 01 e i) SC10
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O potencial de descoloracao do isolado PRO1 foi confirmado, pois foi observado um
halo de descoloragao ao redor do micélio em crescimento em todos os corantes, bem como
a diminuicdo da intensidade da cor conforme os estudos realizados por Barrasa et al.,
(2014) que observaram o mesmo comportamento ao descolorir, em meio sdélido os
corantes Reactive Blue 38 e Reactive Black 5.

4.3 Descoloragdo em meio liquido

Apds notdrio potencial do isolado Trametes sp. PRO1 para descolorir os corantes
AA161, PA210 e VA357 em meio sdlido, avaliou-se seu potencial para descoloracdo em
meio liquido desses corantes e de outros trés (AA79, MA414 e LA142). Para comparagao
de resultados, a cepa Trametes villosa SC10 também foi avaliada.

Ap0ds 8 dias de incubagdo, em fermentagdo submersa sob condi¢des especificas (30°C
e 200 rpm) as cepas PRO1 e SC10 atingiram bons valores de descoloragao. A Tabela 5 e a
Figura 8 exibem os resultados, sendo os valores de descoloragdo obtidos através da média

de trés e duas repeticdes independentes, para as cepas PRO1 e SC10, respectivamente.

Tabela 5 - Descoloragdo em meio liquido de seis corantes para couro utilizando os isolados
nativos Trametes sp. PRO1 e T. villosa SC10

Descoloragdo de corantes para couro (%)

Fungo
AAl61 VA357 AA79 LA142 MA414 PA210

Trametes sp. PRO1 89,44 +2,78 85,71+1,20 75,47+0,74 63,02+0,19 60,29+1,34 57,27 +1,85

T. villosa SC10 96,78+ 0,20 91,43+0,47 69,42+2,77 76,94+2,68 53,25+0,35 51,62+1,38

AA161: Azul acido 161; VA357: Vermelho acido 357; AA79: Amarelo acido 79; LA142: Laranja 4cido 142;
MA414:Marrom acido 414; PA210: Preto acido 210. Os valores de descoloragdo sdo média de trés e duas
repeti¢cdes independentes, para Trametes sp. PROle T. villosa SC10, respectivamente complementados com
o desvio padrao.

Figura 8 - Descoloracdo em meio liquido de seis corantes para couro utilizando os isolados nativos
Trametes sp. PRO1 e T. villosa SC10
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A Figura 9 e Figura 10, mostram, qualitativamente a descoloracdo para cada corante
obtida pelo isolado Trametes sp. PRO1 e T. villosa SC10. Ficando a esquerda de cada figura
o Erlenmeyer com controle abidtico. Os espectros de absor¢do gerados para a avaliacao

quantitativa da descoloragdo podem ser vistos no Apéndice D.

Figura 9 - Avaliagdo qualitativa de remogao de cor, em ordem da esquerda para direita e de cima
para baixo, pelo isolado Trametes sp. PRO1 dos corantes: AA161, VA357, AA79, LA142, PA210 e
MA414. Todas as fotos foram tiradas de amostras filtradas apds 8 dias de incubagdao em meio
MEB a 30°C e 200 rpm.
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Diante desses resultados, observou-se que a maior e menor remoc¢ado de cor para
ambos os isolados foram para os corantes AA161 e PA210, respectivamente. De acordo
com Kaushik; Malik, (2009) isso pode ser relacionado com as caracteristicas e estrutura
guimica desses corantes, pois estes diferem na quantidade de ligacdes azo e grupos
doadores e aceptores de elétrons presentes em sua estrutura (ver Apéndice B).

Levando em conta a notdria e comprovada habilidade do isolado SC10 para descolorir
corantes para o couro segundo trabalho de Ortiz-Monsalve, (2015), seria interessante para
o andamento do estudo trabalhar com corantes que o isolado PRO1 apresentou melhor
descoloragdo que o isolado SC10 (o que ocorreu com os corantes AA79, PA210 e MA414).

Entretanto, dentre esses trés corantes, o AA79 obteve resultados mais expressivos. Por
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esse motivo, esse corante foi escolhido para relacionar a descoloracdo com a atividade
enzimatica da lacase e a produgao de biomassa.

Figura 10 - Avaliacdo qualitativa de remocdo de cor, em ordem da esquerda para direita e de cima
para baixo, pelo isolado Trametes villosa SC10 dos corantes: AA161, VA357, AA79, PA210, MA414
e LA142. Todas as fotos foram tiradas de amostras filtradas apds 8 dias de incubagdo em meio
MEB a 30°C e 200 rpm.
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4.4 Identificagdo molecular do isolado Trametes sp. PRO1

A identificacdo molecular do isolado Trametes sp. PRO1 foi realizada apds os
resultados obtidos nos ensaios de descoloracdo em meio liquido, quando essa cepa
demonstrou uma boa capacidade de remocgao de cor. Seguindo a metodologia abordada
na sec¢do 3.7, o micro-organismo isolado Trametes sp. PRO1 foi identificado com uma

identidade de 99 % como Trametes villosa.

4.5 Cinética de descoloragao

4.5.1 Descolora¢do associada a atividade enzimdtica

A Tabela 6, mostra os resultados de descoloracdo do corante AA79 em relagcdo a

atividade enzimatica da lacase. Em seguida, a Figura 11 ilustra um grafico com esses dados.
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Neste ensaio, a descoloragdao do corante AA79 e a produgao da lacase pelo isolado
PRO1 foram medidas a cada 24 horas. A maior atividade enzimatica foi alcangada em 72 h
de tratamento (338,370 * 8,066 UL!), entretanto o isolado PRO1 apresentou uma notdria
atividade enzimatica a partir das primeiras 24 h de tratamento (21,185 + 1,561 UL?),
chegando a 276,741 + 12,613 UL apds transcorridas 48 h.

A hipdtese de que a descoloracdo esteve associada ao mecanismo de biodegradacao
dos WRF através da acdo de enzimas ligninoliticas (enzima lacase para esse caso) foi
confirmada. Isso porque, durante todo o periodo de tratamento que a atividade enzimatica
teve valores significativos (48 h — 120 h) a descoloragao atingida passou de 27,77 £ 1,69 %
para 80,92 + 1,45 %, evidenciando o progresso da descoloracdo em virtude da presenca da
enzima lacase. Os autores Asgher; Shah; Igbal, (2016); Kunjadia et al., (2016) e Lu et al.,
(2016) conseguiram resultados similares aos obtidos nesse estudo, e destacaram em seus
estudos a relagdo direta entre atividade da lacase e a descoloragdo alcangada.

Por outro lado, Lu et al., (2016) monitoraram a atividade enzimatica e descoloracado
com e sem presenca do agente inibidor acido Kdjico para descoloracdo do corante Remazol
Brilliant Blue R. Os autores reportaram que a descoloragdo obtida na presen¢a do agente
inibidor atingiu somente 23,2 % apds 30 horas de tratamento, e nas mesmas condicoes
sem o agente inibidor alcangou 90,4 %. Dessa maneira, comprovaram a relagao direta entre

descoloracdo e atividade enzimatica da lacase.

Tabela 6 - Cinética de descoloragdo do corante AA79 e atividade enzimatica da lacase utilizando o
isolado nativo T.villosa PRO1.

Tempo (h) Descoloragdo (%) Atividade Enzimatica para lacase - AE (UL?)
0 0,00 0,000
24 5,39+1,35 21,185 +1,561
48 27,77 £ 1,69 276,741+ 12,613
72 43,09 6,35 338,370 £ 8,066
96 55,59 + 2,63 299,852 + 8,078
120 80,92 + 1,45 261,037 + 12,899
144 81,34+1,48 45,926 £ 4,794
168 81,75+1,87 14,667 + 8,444

Os valores de descoloracgdo e de atividade enzimatica foram obtidos através da média entre trés
repeticOes independentes, complementados com o desvio padrdo.
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Figura 11 - Relacdo entre descolorag¢do do corante AA79 e atividade da enzima lacase pelo
isolado nativo Trametes villosa PRO1. As barras indicam o desvio padrdo entre trés repeticées.
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Figura 12 - Comparativo didrio dos espectros de absor¢do na regido da luz visivel (400 — 800nm)
obtidos durante a descoloracao do corante AA79 pelo isolado nativo Trametes villosa PRO1.
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4.5.2 Descolora¢do associada a biomassa produzida

Ao final das 168 horas de experimento cinético, a triplicata contendo o isolado PRO1
foi filtrada e seguiu-se o procedimento descrito na se¢ao 3.6.3. Os resultados obtidos,
relacionando a biomassa gerada com a descoloracdo alcancada e atividade enzimatica

maxima obtidas nos estudos independentes, sdo mostrados na Tabela 7.
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Os resultados indicaram que a maior descoloragao e atividade enzimatica maxima
obtidas foram da amostra que obteve a maior biomassa gerada. Entretanto, esses
resultados ndo avaliaram o progresso da biomassa com o tempo, o que seria essencial para
avaliar, mesmo que qualitativamente, o envolvimento de outro mecanismo de

descoloragao, como por exemplo a biossorgao.

Tabela 7 - Biomassa gerada com a descoloracgdo e atividade enzimdtica maxima atingidas
para otempo de 168 horas.

Biomassa ~ Atividade Enzimatica
Descoloragao L.
Amostra gerada atingida (%) Maxima observada
(sL?) (uL?)
PRO1A 4,72 83,81 347,556
PRO1B 4,66 80,15 335,111
PRO1C 4,71 81,3 332,444

Por mais que se tenha destacado a influéncia da enzima lacase na descoloragao do
corante AA79 nesse estudo, ndo se pode descartar a participacdo de outro mecanismo de
biossorcao envolvido. Isso é baseado nas conclusdes a que Chen e Ting, (2015) chegaram
ao descolorir os corantes Crystal Violet, Methyl Violet, Cotton Blue e Malachite Green a
partir do isolado Coriolopsis sp. 1¢c3, pois houve participagdao dos mecanismos de biossorg¢ao

e de biodegradacdo por acdo da lacase.
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5 Conclusodes e Trabalhos Futuros

Pelo presente trabalho, confirmou-se a capacidade que os fungos de podridao branca
tém para descolorir corantes para couro. O isolado nativo Trametes villosa PRO1, através
do mecanismo de biodegradacdo por acdo da enzima lacase foi capaz de descolorir
corantes utilizados na etapa de tingimento do couro, obtendo melhores resultados para o
corante AA79. Essa conclusdo foi tirada a partir de muitos resultados obtidos ao longo do
trabalho:

- A metodologia de coleta e isolamento foi considerada simples, entretanto essa deve
ser aperfeicoada ou realizada com mais cautela, pois muitas amostras coletadas foram
perdidas devido a contaminagdo cruzada com outros micro-organismos (do total de 15
amostras, somente 6 foram isoladas);

- A triagem em meio soélido para avalicdo da producdo de enzimas ligninoliticas foi
satisfatoria, visto que 3 das 6 amostras analisadas apresentaram alguma atividade
enzimatica de acordo com a literatura. Entretanto, o isolado PRO1 se destacou dos demais,
por produzir lacase e/ou peroxidases extracelulares;

- A triagem em meio sélido para verificar o potencial de descoloragdo também foi
satisfatoria, visto que o isolado PRO1 conseguiu descolorir em parte todos os corantes
testados;

- Em meio liquido, o fungo PRO1 apresentou bons resultados, destacando-se a
descoloracdo do corante AA79 (75,47 + 0,74 %) superior a do fungo SC10 (69,42 + 2,77 %),
motivo que levou o estudo cinético ser realizado com o corante AA79;

- Os métodos analiticos utilizados para cinética de descoloragdao evidenciaram o
mecanismo de biodegradacdo, através da acdo da enzima lacase, como um dos
responsaveis pela descoloracdo do corante AA79 pelo isolado PRO1. Entretanto, outros
mecanismos como biossor¢dao que poderiam estar envolvidos nao foram estudados.

Por fim, os resultados obtidos confirmaram que fungos nativos, principalmente os
WRF tém habilidade para descolorir corantes para o tingimento do couro. Esse estudo,
ainda em fase inicial, pode ter continuidade em diversas pesquisas, pois a cepa PRO1 pode
ser testada para: tratar efluentes reais de curtumes; modelar biorreatores imobilizados em

diferentes escalas de operacao; otimizar a descoloragdo dos mesmos corantes através de
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estudo monovaridvel; verificar a extensdo e influéncia dos outros mecanismos de

degradagao como cinética de adsorg¢ao, isolar enzima lacase para outros fundamentos, etc.
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Apéndices
Apéndice A - Estrutura Molecular da Lignina
OH €— = Grupo hidroxila fendlica
HO OH Lignina-O
OMe
Lignina-O
o
o Eee. Estrutura furanoide
O (o)
HO
Ligagdo B-0-4 %— Anel aromatico (fenil)
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OMe <—————— Cadeia lateral metoxila
o} 0 € Estrutura Dibenzodioxina
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OMe
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propanoide

HO

CHO <—— Aldeido

Modelo de estrutura quimica da lignina. Indicados em azul, estruturas que tém similaridade
com estruturas de corantes sintéticos.
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Apéndice B — Pesquisas sobre biodescoloragao de corantes envolvendo o uso de WRF
publicadas entre 2015 e 2016.

Tempo de
a . e e e . Corante(s) %
Referéncia Espécie Fungica . tratamento ~
utilizado(s) . Descoloragao
(dias)
T. icol 17
ZULETA-CORREA versicolor . Sosic Red 46 63,00
etal,, (2016) Pleurotus pulmonarius 25 63,10
P. ostreatus 25 69,30
ADNAN et al., )
(2016) Armillaria sp. F022 Acid Red 27 3 97,17
Remazol Brilliant
Blue R
LU et al., (2016) Ganoderma sp.En3 . - 4 97,00
Indigo carmine 98,20
Methyl green 93,70
P. ostreatus Mistura de trés 88,00
P. sapidus corantes azoicos 92 00
KUNJADIA et al., (Coralene Golden 3
(2016) ] Yellow, Coralene
P. florida Navy Blue e 98,00
Coralene Dark Red)
ASGHER; SHAH; T. versicolor 1BL-0a | Remazol Brilliant 7 93,5
IQBAL, (2016) Yellow 3-GL
DEVECI et al. Acid Red 88
! P. chrysosporium 7 99,90
(2016) ysosp Reactive Red 180
B h | Bl 4
LING etal., (2015) | Trametes sp. LAC-01 |-oromothymol Blue 2 65,40
Malachite Green 75,80
MOTA et al.,
(2015) Ganoderma lucidum Direct Red 28 6 horas 80,00
. Acid Blue 74 96,00
Trametes versicolor
YILDIRIM; Reactive Blue 198 2 horas 87,00
YESILADA, (2015) ) ) Acid Blue 74 94,00
Funalia trogii - !
Reactive Blue 198 84,00
Crystal Violet 94,00
CHEN; TING, . : , 7
(2015) Coriolopsis sp. 1c3 Methyl Violet 97,00
Malachite Green 9 52,00
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Apéndice C — Estrutura Molecular dos Corantes

0 0 -

Lt

=
=z
— W= 0
[=]

0
é H
o
Azul acido 161
H.N &
N,
— N'— D

H,N N

'

N HyN N =

]
Ho [

5—0or K*
o ) [

HN — 5 N o
u S,
/
y,

[T

=

Preto acido 210

Vermelho acido 357



44

Na* Fe
HO OH
0 ~ o
_ D
o
I
s§—0O
|
o]
H:N OH OH

Marrom acido 414

2 Nat

Laranja acido 142



DEQUI / UFRGS — Alan Pereira Magalhdes

45

Apéndice D — Espectros de absor¢ao obtidos dos ensaios de descoloragio em meio

liquido
Corante Azul acido 161 Corante Vermelho acido 357
- 50 +
451’2 ; ——0h - Controle Abictico 45 | —— 0 h - Controle Abiético
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© ]
8 3,0 1 -§ 3,0 1
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