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RESUMO

Os efluentes produzidos pela industria téxtil apresentam coloracao intensa causando
grande impacto em corpos d’agua. Os métodos utilizados no tratamento desses
rejeitos industriais sdo, muitas vezes, ineficazes, sendo necessario buscar novas
estratégias mais eficientes. Uma destas, a biodegradacdo, consiste no uso de
microrganismos ou suas enzimas na degradacdo dos corantes presentes nos
efluentes industriais. Neste trabalho foi estudada a producédo de enzimas fenol-
oxidases por Auricularia sp., Coriolopsis sp. e Lentinus crinitus em cultivo liquido e em
estado solido durante 14 dias. A caracterizacdo enzimatica de lacases foi realizada
com as amostras que apresentaram os picos de atividade enzimética para cada um
dos isolados selecionados, em cultivo em estado sélido e submerso. Para avaliar o
potencial de descoloracado, 23 corantes foram expostos a acdo enzimatica durante 72
h. Para este teste foram selecionadas as amostras com maior atividade de lacase.
Ap0s a degradacao enziméaticas, foram realizados ensaios de toxicidade dos efluentes
com Daphnia magna. No cultivo em estado sélido a maior producéo de lacase (502,
7 Ulg) foi dosada no substrato marupa por Auricularia sp. No cultivo liquido,
Coriolopsis sp. obteve maior atividade (567,14 Ul/ml). As lacases obtidas do cultivo
liquido apresentaram temperatura 6tima de 45 °C, enquanto a maiores atividades de
lacases foram entre 35° C e 45 ° C, para cultivo em estado solido. Quanto ao pH, em
tampéo acetato de sédio as maiores atividades ficaram entre 4, 0 - 4, 5. No tamp&o
Mcllvaine ficaram entre 3, 0 - 4,0. No teste de descoloracéo, os extratos enzimaticos
de Coriolopsis sp. e L. crinitus degradaram os corantes Brillante green e Bromocresol
green. Os corantes Acid Blue 80, Remazol brillant blue, Azul Reativo Kn, Reactive
blue 220 e Acid green, da classe antraquinona, apés tratamento com lacases de L.
crinitus descoloriram quando comparados ao controle. Os extratos de lacase nao
foram eficientes na degradacéo dos azocorantes, apenas o Congo red foi degradado
por lacases de Auricularia sp. e L. crinitus. Para o ensaio de toxicidade foram
utilizados os extratos brutos de cultivo liquido dos trés Agaricomycetes. Os resultados
obtidos nos ensaios de toxicidade aguda sobre D. magna permitem demonstrar que
apos acdo das enzimas sobre o corante RBBR a solucdo com maior nivel de
toxicidade foi a de Coriolopsis sp. (Fator de toxidade FT= 32), seguida por L. crinitus
(FT=16) e Auricularia sp. (FT= 8). Por outro lado a solugao com RBBR nao apresentou
morte dos individuos a partir da concentracdo de 50% (FT=2). Tal fato demostra que
o corante puro foi menos téxico do que quando degradado pelas enzimas fungicas.
Deste modo a remocdo da cor de um efluente ndo pode ser interpretada como
detoxificagdo. Os resultados indicam o potencial de Auricularia sp., Coriolopsis sp. e
L. crinitus para aplicacéo industrial e constituem o ponto de partida para a utilizacéo
de lacases provenientes destas linhagens em processos de remocao de corantes de
efluentes téxteis.

Palavras chave: Fungo, Enzima, Corantes téxteis, Biodegradacao, Lacase.



ABSTRACT

The effluent produced by the textile industry have intense coloration causing great
impact on bodies of water. The methods used in the treatment of these industrial
wastes are often ineffective, being necessary to seek new and more effective
strategies. One of these, biodegradation refers to the use of microorganisms or their
enzymes in the degradation of dyes present in the effluent. In this work the production
of phenol oxidase enzymes by Auricularia sp., Coriolopsis sp. and L. crinitus in liquid
cultivation and solid state for 14 days. The laccase enzyme characterization was
performed using samples which showed the enzyme activity peaks for each of the
selected isolates, both in submerged in a solid state. To evaluate the potential of
discoloration, 23 dye were exposed to enzymatic action for 72 h. For this test the
samples with the highest laccase activity were selected. After enzymatic degradation,
toxicity to Daphnia magna effluent assays were performed. In cultivating a solid to
increased production of laccase (502, 7 U / g) was measured in marupa substrate by
Auricularia sp. In liquid culture, Coriolopsis sp. obtained the highest activity (567,14 1U
/ ml). Laccases obtained from liquid culture showed optimum temperature of 45 °C,
while the highest activities of laccases were between 35 C and 45 C, for cultivation in
the solid state. The pH in sodium acetate buffer the highest activities were between
4,0 — 4,5. In Mcllvaine buffer were between 3,0 — 4,0. In the bleaching test, enzyme
extracts Coriolopsis sp. and L. crinitus degraded dyes Brillante green and Bromocresol
green. The dye Acid Blue 80, Remazol brillant blue, Reactive Blue Kn, Reactive Blue
220 and Acid green, the anthraquinone class, after treatment with laccase L. crinitus
decolorized when compared to the control. The laccase extracts were not effective in
the degradation of azo-dyes, only the Congo red was degraded by laccase Auricularia
sp. and L. crinitus. For the toxicity test were used crude extracts liquid cultivation of the
three Agaricomycetes. The results obtained in acute toxicity tests on D. magnha
establish that after the action of enzymes on the dye RBBR the solution with the highest
level of toxicity was the Coriolopsis sp. (Toxicity factor (TF) = 32), followed by L. crinitus
(TF = 16) and Auricularia sp. (TF = 8). On the other hand the solution with RBBR
showed no death of individuals from the concentration of 50% (TF = 2). This fact
demonstrates that the pure dye was less toxic than when degraded by the fungal
enzymes. Thus removal of an effluent color can not be interpreted as detoxification.
The results indicate the potential of Auricularia sp., Coriolopsis sp. and L. crinitus for
industrial application and are the starting point for the use of laccases from these
strains in processes of removal of dyes from textile effluents.

Keywords: Fungi, Enzyme, Textile dye, Biodegradation, Laccase.
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1. INTRODUCAO

O meio ambiente é sistematicamente exposto a compostos recalcitrantes
produzidos por diferentes fontes e com diferentes niveis de toxicidades. As fontes de
contaminacdo sdo variadas, podem ser esgostos domeésticos, pesticidas do setor
agricola ou efluentes contaminados da area industrial. O setor fabril, no entanto,
tornou-se o principal responséavel pela poluicdo do ar, contaminacdo dos solos,
sedimentos, rios e oceanos, processo que se intensificou com industrializacdo de
paises desenvolvidos e sub-desenvolvidos (MOURA, 2014).

O setor téxtil é considerado um dos maiores poluentes entre todos os setores
fabris, devido ao grande volume de agua residual gerado. Estimativas indicam que
estes efluentes podem conter mais de 2.000 diferentes produtos quimicos, incluindo
corantes, auxiliares de tingimento, contaminantes residuais provenientes das fibras e
entre outros (SPINA et al., 2014). Todos esses compostos sdo danosos ao meio
ambiente, principalmente os corantes que sao recalcitrantes e altamente soluveis em
agua (BASHA; RAJAGANESH, 2014).

A producdo mundial de corantes no setor téxtil € de aproximadamente 800.000
ton/ano. Por meio dos efluentes gerados, 10 a 15% desta producéo é descartada no
meio ambiente. Além das implicacdes ambientais, outra preocupacao a cerca da
liberac@o indiscriminada destes rejeitos téxteis estd relacionada com as suas
caracteristicas mutagénicas e genotoxicas tanto aos organismos aquaticos como aos
seres humanos (AKDOGAN; TOPUZ; URHAN, 2014).

Cada pais possui seus proprios instrumentos de regulacdo de parques
industriais. Entretanto algumas normas instituidas em determinado continente sao
globais devido a importancia mercantil dos paises que as legitimam. Nos Ultimos anos
o setor téxtil brasileiro tem encontrado dificuldades em exportar para Europa em
virtude de suas regulamenta¢cdes ambientais. No Brasil a resolugcdo do Conama n°
357/2005 — Dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais
para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as condicbes e padrdes de
lancamento de efluentes. Entretanto a legislacdo é superficial e ndo leva em
consideracdo as caracteristicas toxicas geradas pela presenca dos corantes nos
efluentes téxteis.

A partir desta necessidade, novas tecnologias para o tratamento efetivo destes
residuos estdo em desenvolvimento. Neste contexto, os tratamentos fisicos, quimicos

e biolégicos podem ser empregados na recuperacdo ambiental (TEGLI et al., 2014).
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Os meétodos fisico-quimicos apresentam elevado custo, baixa eficiéncia,
versatilidade limitada e dificuldade de tratar os residuos gerados, como alternativa a
estes tratamentos tem se investido em processos biolégicos (RAMACHANDRAN;
GNANADOSS, 2012).

Nos tratamentos bioldégicos sdo utilizados microrganismos, principalmente
bactérias e fungos para degradar e metabolizar poluentes ambientais para as suas
formas menos toxicas ou nao toxicas, reduzindo o emprego de produtos quimicos,
energia e tempo (NEVES et al., 2013).

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza, representam a biomassa
microbiana dominante em muitos ecossistemas florestais, dos quais
aproximadamente 60% s&o macrofungos lignoceluloliticos. No meio ambiente, os
macrofungos decompositores, especificamente o0s Agaricomycetes degradam
biomassa lignoceluldsica, formada por celulose, hemicelulose e lignina. Além de
desempenhar papel fundamental no ciclo do carbono, nitrogénio, fésforo e potassio
(SARDROOD et al., 2013).

A capacidade biodegradativa dos fungos lignoceluloliticos é resultado da acao
das hifas nas células vegetais com a producao de uma grande quantidade de enzimas
intra e extracelulares, do grupo das oxido-redutases representadas por peroxidases e
lacases e outras oxidases produtoras de perdxido de hidrogénio (ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010). Este sistema enzimatico ligninolitico inespecifico, extracelular e de
alto poder oxidante tem um papel chave na degradacdo de diversas substancias
toxicas como corantes, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos, entre outros
(PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013). As enzimas lignoceluloliticas,
principalmente a lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacases sao
amplamente estudas visando sua aplicagdo em processos de biorremediacdo. Estas
enzimas sdo produzidas por varias espécies fungicas como Agaricus blazei Murill.,
Lentinus tigrinus (Bull.) Fr., Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.) P. Karst. e Trametes
versicolor (L.) Lloyd. (WONG, 2009).

Em virtude da crescente contaminagdo dos corpos d’agua por corantes
produzidos pelo setor téxtil € essencial obtencéo de linhagens eficazes na degradacao
desses compostos. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o perfil
enzimatico de Agaricomycetes da Regido Amazonica depositados na Colecdo de
Cultura de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural/ INPA, visando sua

utilizacdo em processos de biorremediacdo de efluentes téxteis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.INDUSTRIA TEXTIL

As etapas iniciais do processo de industrializacdo de muitos paises envolveram
atividades relacionadas a indastria téxtil. De acordo com a Associacdo Brasileira da
Indastria Téxtil e de Confeccao (2015), no inicio do século XIX surgiram no Brasil as
primeiras fabricas, de pequeno porte e sem grande expressdo. Atualmente, o pais
possui uma cadeia produtiva téxtil formada por 30.000 empresas, constituindo o maior
polo téxtil da América Latina, gerando em torno 1,7 milhdo de empregos, dos quais
75% s&o mao-de-obra feminina (ABIT, 2015).

A cadeia produtiva do setor téxtil apresentou faturamento de US$ 52 bilhdes em
2010 (ABIT, 2011). Em 2013, o faturamento total foi de US$ 53 bilhdes (ABIT, 2014).
Apesar da crise econdmica, no ano de 2014 o setor arrecadou US$ 55,4 bilhdes (ABIT,
2015).

Tais nimeros demonstram a importancia econémica da area téxtil para o PIB
brasileiro. No entanto, este setor é classificado como o maior poluidor entre todos 0s
segmentos industriais, 0s seus processos utilizam grande volume de agua, gerando
efluentes ricos em corantes sintéticos e aditivos como uréia e NaOH. Estes aditivos
permitem uma melhor qualidade ao produto final, porém, também séo arrastados nos
efluentes juntamente com os corantes (NIEBISCH et al., 2009).

A cadeia de producéo dos tecidos tem pouca participacéo na contaminacao dos
efluentes. No entanto, o processo de coloracdo da fibra é o maior gerador de
poluentes, tendo em vista que os efluentes produzidos nesta etapa sdo ricos em
corantes e compostos recalcitrantes. Os dados sobre a quantidade de corantes
despejados durante o processamento téxtil ndo sao precisos, estima-se que a perda
de corantes varie entre 10 % a 15 %, englobando a etapa de producgéao e aplicacao.
Os valores aparentemente irrisérios ndo deveriam representar nenhum alarme
ambiental, entretanto tornam-se preocupantes quando se considera que a producéo
mundial de corantes € de 800.000 t/ano (ALl; HAMEED; AHMED, 2009).

Os corantes téxteis sdo um grupo de substancias organicas que apresentam
efeitos indesejaveis ao ambiente aquatico, tais como: eutrofizacdo, diminuicdo da
demanda de oxigénio e comprometimento do ciclo fotossintético devido ao aumento
de turbidez da agua (PERALTA-ZAMORA et al., 2002).
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Segundo Freitag (2011), as empresas brasileiras ndo inseriram politicas de
responsabilidade ambiental de modo que as praticas de gestao de residuos industriais
ainda sao insignificantes quando comparadas ao volume de rejeitos produzidos.
Entretanto, as atuais exigéncias legais tém estimulado a busca por novas técnicas de
tratamento de rejeitos téxteis. Existe uma variedade de métodos fisicos, quimicos e
biolégicos e a escolha da melhor metodologia deve ser feita levando-se em
consideracdo as caracteristicas do efluente assim como 0s objetivos a serem

alcancados com o tratamento.
2.2.CORANTES TEXTEIS

Os corantes sdo compostos aplicados em solucdo que se fixam de modo
uniforme em um substrato. Preferencialmente devem ser estaveis a luz e aos
processos de lavagem. Segundo a Associagao Brasileira da Industria Quimica, (2011)
os primeiros indicios da utilizacao de corantes foram registrados na civilizacéo egipcia.
Até a metade do século XIX os pigmentos utilizados eram provenientes de vegetais,
insetos, moluscos e minerais. O primeiro corante sintético foi acidentalmente produziu
em 1856, pelo quimico inglés Willian Henry Perkin, a mauveina, conhecida também
como purpura de anilina (SAGGIORO, 2014). A partir desta descoberta centenas de
novos corantes passaram a ser desenvolvidos, tonando-se essenciais para 0s seres
humanos. No Brasil a industria de corantes sintéticos foi introduzida apds a 12 Guerra
mundial, atualmente o pais é responsavel por 2,6% da produ¢cdo mundial de corantes
(ABIT, 2015).

Os corantes sdo aplicados em varios substratos, tais como: alimentos,
cosmeéticos, plasticos, entre outros. No setor téxtil, estes compostos organicos tém por
finalidade conferir a fibra determinada cor, sob condicbes de processo pré-
estabelecidos (FORGIARINI, 2006).

A molécula do corante é dividida em duas partes principais: (a) 0 grupo
cromoforo - que da cor ao composto, geralmente grupos retiradores de elétrons, os
mais importantes sdo: C=C, -C=N-, -C=0-, -N=N, NO2z e — NO; (b) grupos auxiliares
(etila, nitro, amino, entre outros) intensificam a cor e propiciam qualidades tintoriais
resultantes da afinidade do corante pela fibra téxtil natural ou sintética (DURAN et al.,
2000).
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7

A classificagdo dos corantes € realizada de acordo com a sua origem,
propriedades fisico-quimicas e suas caracteristicas de aplicacdo. A American
Association of Textile Chemists and Colourists e a British Society of Dyers and
Colourist estabeleceu o Colour Index (C.1), classifica de modo sistematico os corantes
de acordo com sua estrutura quimica. Entretanto, a classificagdo mais adotada pela
industria téxtil baseia-se no modo de fixacdo, sendo que os principais sdo reativos,
diretos, azéicos, acidos, pré-metalizados, a cuba, branqueadores, dispersivos e de
enxofre, todos descritos na Tabela 1 (DEL MONEGO, 2007).

2.3.POLUICAO DE CORANTES TEXTEIS

A intensa utilizacao de corantes pelas industrias téxteis gera um grande volume
de efluentes contaminados, visto que mesmo presente em concentracdes tdo baixas
guanto 1 mg/L a qualidade da agua é comprometida (SAGGIORO, 2014).

No ecossistema aquatico os corantes diminuem a atividade fotossintética de
alguns organismos, devido ao aumento de turbidez dos efluentes, provocando
distarbios na solubilidade dos gases e lesionando as branquias dos organismos
aguaticos (PERALTA-ZAMORA et al., 2002). Estes compostos toxicos também afetam
o metabolismo humano, através da cadeia alimentar, causando problemas renais,
respiratérios, dermatites e hipertensdo, entre outros. Estudos realizados com
trabalhadores da industria téxtil indicaram que esses profissionais possuem maior
propensdo ao cancer pancreatico, cancer de bexiga e cancer de sistema digestoério
por estarem diariamente expostos aos corantes (MARTINEZ, 2013).

Os corantes da classe azo apresentam potencial carcinogénico e representam
mais de 50% de toda linha de corantes comerciais empregados mundialmente no
tingimento de fibras. Sua estrutura € composta por um ou mais grupamentos azo (—
N=N-) ligados a sistemas aromaticos, conferindo-lhes resisténcia e dificultando a
degradacdo quimica e biolégica destes compostos (BRUSCATO, 2011).

Tal fato gera grande preocupacao, especificamente no Brasil, pois apesar da
toxicidade e recalcitrancia os corantes com grupo azo, sintetizados a partir de agentes
carcinogénicos como a benzadina ainda s&o produzidos, devido ao seu baixo custo,
estabilidade estrutural, facilidade de produgédo e grande variedade de cores
(NIEBISCH et al., 2009).
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No ambito ecoldgico, os corantes reativos sollveis em dgua e os acidos sdo os
gue mais causam problemas ambientais, pois tanto os tratamentos convencionais
guanto os sistemas de tratamentos aerdbicos dependentes de atividade bioldgica sao
ineficientes na remocéao/degradacado destes corantes (FORGIARINI, 2006). Em
virtude as alteracdes, ecoldgicas e toxicologicas destas substancias é imprescindivel
a aplicacdo de tratamentos alternativos que as eliminem ou reduzam seus niveis de

toxicidade.

2.3.1. Problemética da cor para o ambiente

O setor téxtil € um dos principais geradores de efluentes ricos em corantes, tais
compostos sdo responsaveis pela contaminacdo de corpos hidricos. Deste modo os
rejeitos téxteis despejados em corpos d’agua sem tratamento adequado conferem um
risco aos sistemas de agua potavel alterarando suas caracteristicas visuais e
organolépticas, inviabilizando sua utilizacdo para o consumo (GUARATINI; ZANON,
2000).

Mesmo em pequenas concentracdes, 0s corantes alteram a coloracao e a
transparéncia da agua, diminuindo a incidéncia de raios no meio aquéatico, reduzindo
as atividades fotossintéticas e provocando disturbios na solubilidade de gases, o que
€ prejudicial para sistema respiratorio de organismos aquaticos (BRUSCATO, 2011).

Sabe-se que a complexidade dos corantes esta relacionada a sua lenta cinética
de degradacéo, visto que os corantes podem permanecer por cerca de 50 anos na
biota terrestre e aquatica pondo em risco a estabilidade dos ecossistemas (DURAN,
2000).

2.3.2. Toxicidade

Os dejetos coloridos liberados pelas industrias téxteis sao toxicos para todas as
formas biolégicas. Em humanos as disfun¢bes no sistema reprodutivo, figado, rim e
sistema nervoso central sdo algumas das sequelas causadas pelo contato com esses
efluentes. Em ratos albinos, detectou-se alteracbes no figado e testiculos apds o
contato com efluentes téxteis. Alguns microrganismos e peixes também sao

suscetiveis a estes compostos quimicos (MARTINEZ, 2013).
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Tabela 1. Classificacdo de corantes téxteis

Corantes Caracteristicas

Utilizado em fibras celulésicas; Alta solubilidade em agua;
Estabelecimento de uma ligacdo covalente entre o corante e a fibra, cuja

Reativo ligacdo confere maior estabilidade na cor do tecido tingido, quando
comparado a outros tipos de corantes.
Composto soluvel em agua capaz de tingir fibras de celulose através de
Direto interacdes de Van der Waals. A vantagem desta classe de corantes é o

alto grau de exaustdo durante a aplicagcdo e consequentemente a
diminuicdo do conteudo do corante nas aguas de descarte.

Sao compostos coloridos, insollveis em agua, sintetizados sobre a fibra
Azobico durante o processo de tingimento. Os corantes azdicos possuem o grupo
—N N- (grupo azo).

Corantes com estrutura quimica baseada em compostos azos,
Acido antraquinona, triariimetano. S&o sollveis em agua, com grande
importancia em fibras protéicas e poliamida sintética.

Diminuem a tonalidade amarelada das fibras téxteis. Apresentam grupos
Branqueadores carboxilicos, azometino (-N=CH-) aliados a sistemas benzénicos,
naftalénicos e anéis aromaticos.

Constitui uma classe de corantes insolUveis em agua aplicados em fibras
de celulose e outras fibras hidrofobicas. Utilizado principalmente para

Dispersivos . . o .
P tinturas de fibras sintéticas como acetato celulose, nylon, poliester e
poliacrilonitrila.
Possuem compostos macromoleculares com pontes de polissulfetos. Sdo
Enxofre utilizados principalmente na tintura de fibras celulésicas, conferindo cores
preto, verde oliva, azul marinho, marrom, apresentando boa fixago.
Estes corantes usualmente apresentam residuos altamente toxicos.
Pré- Séo Uteis principalmente para tintura de fibras protéicas e poliamida. A
: desvantagem ecoldgica deste corante esta associada ao alto conteddo
metalizados . L
de metal nas aguas de rejeito.
A cuba E classe de corantes baseada nos indigos, tioindigodides e antraquinoides.

A maior aplicacédo deste tipo de corante € na tintura de algodéo.

Fonte: (GUARATINI; ZANONI, 2000; DEL MONEGO, 2007)

Os corantes da classe azo estdo entre os mais toxicos devido a presenca de
aminas. Enquanto os baseados em antraquinona sao resistentes a degradacao e
permanecem nos efluentes por muito tempo. Os corantes reativos sao altamente
solaveis e quimicamente estaveis, o que dificulta sua biodegradabilidade (GOWRI;
VIJAYARAGHAVAN; MEENAMBIGAI, 2014).

O descarte indiscriminado de rejeitos com corantes tem gerado muita

preocupacdo, devido a recalcitrancia e ao potencial cancerigeno, mutagénico ou
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teratogénico destes compostos, principalmente os que séo a base de metais pesados
como cromo, cadmio, chumbo e zinco (BASHA; RAJAGANESH, 2014).

Em virtude da gravidade ambiental foram intensificados os esforcos para
desenvolver métodos e tecnologias especificas para detectar e remover diferentes
tipos de corantes dos fluxos de aguas. Os parametros fisico-quimicos que avaliam a
qualidade da agua sdo a demanda quimica de oxigénio (DQO) e bioquimica de
oxigénio (DBO), sdlidos suspensos, concentracdes de metais e de outras substancias
de carater organico ou inorganico (COSTA et al., 2008). Estas analises quimicas
permitem a identificacdo e quantificacdo das concentracdes das substancias toxicas.
Entretanto para compreender o efeito das substancias sobre sistemas bioldgicos é
necessario realizar testes de toxicidade. Neste caso, 0s ensaios de ecotoxicidade
possuem uma série de vantagens para o controle ambiental, como baixo custo,
obtencdo de respostas rapidas, simplicidade da maior parte dos métodos e facil
interpretacéo dos resultados (COSTA et al., 2008).

A escolha do organismo-teste € um fator essencial nos ensaios de toxicidade.
Geralmente as espécies utilizadas sdo cosmopolitas, sensiveis a Varios
contaminantes no meio, com representatividade ecoldgica, facil amostragem, baixa
variabilidade genética, mobilidade limitada e de facil cultivo em laboratério a custos
relativamente baixos (MAFFAZZIOLI, 2011). Os organismos-teste universalmente
utilizados em testes de toxicidade sdo os microcrustaceos, no Brasil, representados
pela Daphnia similis, Daphnia magna, Daphnia levis e Ceriodaphnia dubia. Outros
organismos como as bactérias Vibrio fischeri, Escherichia coli, Pseudomonas putida
e Pseudokircheneriella subcaptata e Biomphalaria ssp. também sdo amplamente
utilizadas (KIST, 2013).

2.3.3. Daphnia magna

Daphnia magna Straus,1820 (Cladocera, Crustacea) € um microcrustaceo de
agua doce com tamanho médio entre 5 e 6 mm. Na cadeia alimentar, atua como
consumidor primério e entre 0s metazoarios, € um filtrador de material organico
particulado, principalmente de algas unicelulares (MARTINEZ, 2013). No Brasil D.
magna € frequentemente empregada em ensaios de toxicidade aguda ou crénica
devido a sua alta sensibilidade a um grande numero de contaminantes aquaticos, a

sua importancia na cadeia alimentar, a facilidade de cultivo em laboratério e
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principalmente a sua reprodugcdo por partenogénese, que permite que estes
organismos tenham uma uniformidade genética (BURATINI; BERTOLETTI,
ZAGATTO, 2004).

Nos testes de toxicidade aguda, em conformidade com as normas da ABNT
NBR 12713, D. magna é exposta a diversas concentracdes da amostra a ser analisada

por um periodo de 48 horas, sendo avaliada a letalidade dos individuos.

2.4, TRATAMENTOS DE EFLUENTES DA INDUSTRIA TEXTIL

Nas ultimas décadas a sociedade esta despertando para os perigos envolvidos
em descartar efluentes com substancias tdxicas sem tratamento. Em 1974 foi formada
Ecological and Toxicological Association of the Dyestus Manufacturing Industry
(ETAD), tendo como objetivo minimizar os danos ambientais, proteger o0s
consumidores e cooperar com o0 governo e sociedade para discutir politicas que
diminuam o impacto toxicolégico dos seus produtos no meio ambiente (ROBINSON et
al., 2001).

Neste contexto, os tratamentos utilizados para a recuperacdo de efluentes
téxteis e degradacdo de corantes variam conforme as caracteristicas do efluente,
entretanto os métodos mais empregados classificam-se em: fisicos, quimicos e
biolégicos.

Os métodos fisicos baseiam-se na transferéncia de fase do contaminante, sem
que ele seja realmente destruido. As técnicas que se enquadram neste tipo de
tratamento sdo: precipitacdo, coagulacdo, floculacdo, sedimentacao, filtracéo,
ultrafiltracdo, osmose reversa e destilagcdo (RAVINDRAN; BALASUBRAMANI, 2014).
Nos tratamentos quimicos, a cor dos efluentes é removida por meio da oxidacéo da
matéria organica, por meio da quebra das ligagbes aromaticas das moléculas de
corantes. Os métodos quimicos compreendem as reacdes de Fenton, ozonacéo,
processos fotoquimicos e destruicdo eletroquimica (SAGGIORO, 2014). Tanto os
tratamentos que empregam métodos fisicos como quimicos séo eficientes na remoc¢éo
de cor, entretanto além de serem procedimentos caros, apresentam problemas
operacionais, devido a producéo de substancias toxicas (SAGGIORO, 2014).

No sentido de minimizar os efeitos dessas substancias, o tratamento biologico
€ um procedimento alternativo que apresentam baixo custo e versatilidade na
degradacéo/adsorcédo de diferentes tipos de efluentes (PEIXOTO; MARINHO;
RODRIGUES, 2013).
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As plantas, fungos, algas e bactérias sdo organismos que podem ser utilizados
no tratamento biolégico de efluentes. Os fungos lignoceluloliticos, sdo especialmente
apropriados para a biorremediacéo de efluentes téxteis, devido as suas caracteristicas
metabdlicas. Os principais mecanismos utilizados pelos fungos para remover 0s
corantes dos efluentes téxteis sdo: biossorcdo, bioacumulacdo e biodegradacgao
(PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013).

A bioacumulacéo consiste na adsor¢cdo de poluentes em células fungicas em
crescimento com gasto energético. Enquanto a biossor¢do € um método aplicado em
grandes volumes de agua, podendo ser definido como a ligacdo do soluto a biomassa
através de um processo que ndo envolve transporte de energia metabdlica. Tem como
desvantagem o residuo de biomassa obtido ao fim do processo (KAUSHIK; MALIK,
2009).

A biodegradacédo é um processo dependente de energia e envolve a quebra
dos corantes através da acdo de varias enzimas. Os macrofungos, especificamente
os fungos de podriddo branca séo eficientes na degradacédo de corantes devido ao
seu complexo enzimatico, capaz de degrada os compostos aromaticos (KAUSHIK;
MALIK, 2009).

2.5.FUNGOS LIGNOCELULOLITICOS

A biodegradacéo de materiais lignocelulésicos, como a madeira, € um processo
natural de reciclagem de matéria organica e o entendimento deste processo contribui
para a compreensdo do ciclo natural do carbono. A madeira é constituida de um
arranjo ordenado de células com parede composta basicamente por lignina, celulose
e hemicelulose (KUBICEK, 2013).

A lignina, polimero aleatério de fenilpropandide é considerado um dos principais
compostos recalcitrantes sintetizados pelas plantas devido a sua estrutura complexa
e heterogénea. Até 30% do material vegetal é composto de lignina, conferindo as
plantas integridade estrutural e protecao contra pragas e patdogenos (WONG, 2009).
Na natureza, apenas os fungos sdo capazes de metaboliza- la de forma eficiente
(WONG, 2009).

Os Agaricomycetes estdo entre 0os que possuem maior capacidade de degradar
lignina e acessar a celulose e hemicellulose. De acordo com a atividade

lignocelulolica, podem causar podridao parda ou podridao branca (KUBICEK, 2013).
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Nos mecanismos utilizados para acessar os polissacarideos, as enzimas
envolvidas no processo, as caracteristicas do ataque e o aspecto final da madeira
divergem entre as formas de podridao (Tabela 2). Os fungos de podriddo branca sao
capazes de degradar lignina por meio da liberacdo de enzimas extracelulares.
Enquanto os fungos de podridao parda, de modo geral ndo degradam a lignina, ao
invés disso modificam a sua estrutura e digerem os componentes celuloliticos
(KUBICEK, 2013).

No ambito biotecnoldgico, os fungos degradadores de madeira podem ser
utilizados no tratamento de diferentes contaminantes industriais como corantes téxteis,
carboidratos arométicos, clorofendis, pesticidas, entre outros (RAVINDRAN;
BALASUBRAMANI, 2014).

2.5.1. Fungos da podridao branca

Os fungos de podriddo branca (FPB), especificamente os Agaricomycetes sao
um grupo ecofisiolégico diversificado, diferenciam-se de outros degradadores de
madeira por serem capazes de converter lignina a CO2 e agua (KUBICEK, 2013;
SAPARRAT et al., 2008). A madeira atacada por fungos de podriddo branca adquire
um aspecto esbranquicado e macio devido a perda de lignina, podendo apresentar
linhas escuras delimitando a regido atacada. Alguns fungos como T. versicolor,
Heterobasidium annosum (Fr.) Bref. e Irpex lacteus (Fr.) Fr atacam simultaneamente
os componentes lignoceluloliticos da madeira (ZHOU; WEI; DAI, 2014). Enquanto que
outros realizam uma degradacdo seletiva, onde a lignina e a hemicelulose sao
preferencialmente degradadas. Ceriporiopsis subvermispora (Pilat) Gilb. & Ryv.,
Phellinus pini (Brot.) Murrill.,, Phlebia sp. e Pleurotus sp. pertencem a este grupo.
Independente da forma de ataque, fungos de podriddo branca degradam os materiais
lignoceluldsicos por meio de uma série de enzimas extracelulares (KUBICEK, 2013).

Os complexos oxidativos inespecificos utilizado pelos FPB incluem as
oxiredutases extracelulares, metabdlitos de baixa massa molecular e espécies

reativas de oxigénio.

As principais enzimas extracelulares envolvidas na degradacéo de lignina sao
as peroxidases, as lacases e as oxidases responsaveis pela producdo de H20:2
extracelular (TISMA; ZELIC; VASIC-RACK, 2010; SAPARRAT et al., 2014). Os fungos
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podem produzir: (1) LiPs, MnPs e lacase; (2) MnPs e lacase; (3) LiPs e lacase; (4)
apenas manganés peroxidase (HATAKKA, 1994).

As caracteristicas deste sistema enzimético dependem da espécie, linhagem e
condicdo de cultivo do fungo. Além deste sistema lignocelulolitico os FPB também
produzem enzimas hidroliticas (SCHMIDT, 2006)

Tabela 2. Relacéo dos fungos lignoceluloliticos.

Microrganismo Téaxon Acéo

Mineralizam a lignina em CO> e H>O; algumas

Phanerochaete, : _
Fungo de espécies sao seletivas removendo apenas a
. Pleurotus e o .
podriddo branca lignina, enquanto outras degradam a lignina e
Trametes
celulose ao mesmo tempo.
Tyromyces, Modificam a lignina por meio de radicais
Fungo de - . .
Monilinia e oxidantes capazes de modificar a estrutura da

podriddo parda o
Gloeophyllum lignina.

Chaetomium,
Fungo de | - o
. Ceratocystis e  Modificagbes na estrutura da lignina.
podriddo mole :
Phialophora

Fonte: (WARD; HADAR; DOSORETZ, 2012).

Na recuperacdo de efluentes téxteis, s&o utilizadas linhagens de
Agaricomycetes, essenciais para degradar e mineralizar um amplo grupo de corantes
com estruturas moleculares diversas. Fungos de podridao branca como T. versicolor,
Phanerochaete chrysosporium Burds. e Tinctoporia sp. sdo estudados visando sua
utilizacdo em processos de biopolpacdo e biorremediagdo (RAVINDRAN;
BALASUBRAMANI, 2014)

2.5.1.1. Lentinus crinitus (Linn.) Fr.
Lentinus crinitus (Basidiomycota, Agaricomycetes) Polyporales; Familia

Polyporaceae, segundo o - Catalogue of life: Annual Checklist — 2008. Também é
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conhecido como: Agaricus crinitus, Agaricus essequeboensis, Lentinus chaetoloma,
Lentinus essequeboensis, Lentinus microloma, Lentinus rigidulus, Lentinus
subcervinus, Lentinus wrightii e Panus crinitus (Figura 1).

L. crinitus apresenta ampla distribuicdo na América Central, sul da Flérida e na
Ameérica do Sul. Oocorre também em alguns paises da Africa e Asia (MAIA et al.,
2006). No Brasil, L. crinitus foi coletado em fragmentos remanescentes de Mata
Atlantica e na Regido Amazénica (COSTA; JESUS, 2010). E uma espécie
decompositora de arvores vivas e mortas, pertencendo aos fungos da podridao branca,
sendo um potencial produtor de LiP, MnP e Lac (NIEBISCH et al., 2009).

As espécies de Lentinus apresentam a capacidade de degradar diferentes
pentaclorofendis e trinitrotolueno, sendo também utilizada na degradacao de alguns
corantes téxteis. Lentinula edodes (Berk.) Pegler descoloriu varios corantes sintéticos
usando culturas crescidas em estado sélido, obtendo a descoloracéo total no 18° dia,
sendo que a MnP foi a principal enzima envolvida no processo de degradacéo deste
fungo (NIEBISCH et al., 2009).

L. crinitus apresenta um complexo enziméatico eficiente na biodegradacao do
corante azul brilhante Remazol R (MACHADO; MATHEUS; BONONI, 2005). Este
fungo também é utilizado na culinéria por grupos indigenas da Amazénia Ocidental
(FRANCO-MOLANO et al., 2005).

Figura 1. Lentinus crinitus crescendo em galho caido na area do Hotel

Berro de d‘Agua, Presidente Figueiredo, Amazonas (A); lamelas de L.

crinitus (B).
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2.5.1.2. Coriolopsis sp.

O género Coriolopsis (Basidiomycota, Agaricomycetes, Polyporales,
Polyporaceae). Sao fungos restritos as areas neotropicais, provocam a podridao
branca em substratos lignoliticos (HIBBETT et al., 2007).

Além de degradar a parede celular vegetal, com degradacédo seletiva de lignina
também sdo eficientes na remocdo de corantes sintéticos, o que pode estar
relacionado com a atividade de seu sistema enzimatico, visto que produzem
principalmente lacases (MIRANDA et al.,, 2012). De acordo com Yang (2013)
Coriolopsis polyzona (Pers.) Ryvarden degradou tracos de contaminantes organicos
da industria farmacéutica. Coriolopsis floccosa (Jungh.) Ryvarden é utilizado no
tratamento de 6leos residuais (SILES et al., 2014). Enquanto Coriolopsis rigida (Berk.
& Mont.) Murrill, Coriolopsis gallica (Fr.) Ryvarden e Coriolopsis trogii (Berk.) Dom.
formaram halos de degardadacao no corante RB38 em apenas trés dias (BARRASA
et al., 2014). Também sao eficientes na remocdo de metais pesados como o cobre
(ARRIAGADA et al., 2009).

2.5.1.3. Auricularia sp.

Espécies de Auricularia pertencem a classe Agaricomycetes familia
Auriculareaceae. Auricularia delicata (Fr.) Henn., Auricularia auricula-judae (Bull.)
Quél., Auricularia mesentérica Retz. e Auricularia fuscosuccinea (Mont.) Henn. séo
utilizadas na alimentagdo de diversos grupos indigenas do Brasil e da Colémbia
(FRANCO-MOLANO et al., 2005). Algumas espécies apresentam potencial medicinal,
assim como a A. auricula-judae (WILLERDING et al., 2005).

Este género € composto por fungos decompositores de materiais
lignoceluloliticos. A. auricula-judae € um excelente degradador de madeira, causando
podridao branca e modificando o substrato (WORRALL; ANAGNOST; ZABEL, 1997).

As enzimas lignoceluloliticas aril alcool oxidase, lacase e manganés peroxidase
sao produzidas por Auricularia sp. Em alguns estudos com Auricularia houve a
producéo simultdnea dessas enzimas, deste modo esta espécie pode ser utilizada na
biorremediacdo (SAPARRAT et al., 2014). Segundo Jo et al., (2010) Auricularia sp.
degradou o corante Congo red, além de crescer rapidamente sobre meio com RBBR
formando halos embaixo da colénia no 3° dia de incubacdo, a descoloracao total

ocorreu ao 12° dia.
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2.5.2. Fungos de Podridao Parda

Os fungos de podriddo parda correspondem a menos de 10% dos fungos
lignoceluloliticos (HATAKKA; HAMMEL, 2011). O mecanismo de podriddo parda
envolve dois passos, primeiro um sistema a base de radicais oxidantes capazes de
iniciar mudancgas nas caracteristicas estruturais e quimicas dos componentes
holoceluldsicos e da lignina. Tal fato, favorece o acesso das enzimas hidroliticas aos
constituintes da parede celular, resultando na sacarificacdo dos polissacarideos e
obtencao de aclcares essenciais para o0 metabolismo fungico (ARANTES; JELLISON,;
GOODELL 2012; GOODELL; NICHOLAS; SCHULZ, 2003; MARTINEZ et al., 2005).

O residuo organico obtido deste ataque apresenta baixa quantidade de
polissacarideos e alta quantidade de lignina modificada (ERIKSSON et al.,1990).
Devido a esta degradacdo preferencial dos carboidratos, a madeira deteriorada
adquire um aspecto marrom, com uma consisténcia fragil, rompendo-se em cubos
(SCHWARZE; ENGELS; MATTHECK, 2000).

Apesar da auséncia de um aparato enzimatico para degradacdo de lignina,
estudos evidenciam a presenca de lignina peroxidase e manganés peroxidase em
alguns fungos podridao-parda, bem como a metabolizagdo de lignina (GOODELL,
NICHOLAS; SCHULZ, 2003). A producao de lacase em cultivo liquido de Coniophora
puteana (Schumach.) P. Karst., Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill e Oligoporus
placenta (Fr.) Gilb. & Ryvarden é relatada por Lee et al. (2004).

No setor industrial, os fungos de podriddo parda podem ser aplicados em
processos de biopulpacdo, biorremediacdo e em pré-tratamento de biomassas
visando a producao de biocombustiveis (WARD; HADAR; DOSORETZ, 2012).

2.5.2.1. Tyromyces sp.

Tyromyces sp. (Basidiomycota, Polyporales, Polyporaceae). Sao fungos de
podriddo parda, decompde madeira e arvores vivas (CHRENKOV et al., 2015).

No ambito biotecnolégico espécies de Tyromyces séo aplicadas em processo
de biorremediacdo. Tyromyces palustres (Berk. & M.A. Curtis) Murrill cresce em meio
com metais, indicando potencial para metabolizar estas substancias (MANTANISA et
al., 2014). Esta mesma espécie mineralizou compostos aromaticos, fato caracteristico
apenas em fungos de podridao branca (KAMIDA; DURRANT, 2005). A tolerancia a
metais pode estar relacionada a grande producgdo de &cido oxalico, que atua nos
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processos enzimaticos e ndo enziméticos de degradacdo de carboidratos e como
guelantes de metais (OSIN"SKA-JAROSZUK et al., 2014). Tyromyces sambuceus
(Lloyd) Imazeki e Tyromyces chioneus (Fr.) P. Karst.,, apresentaram atividade
antioxidante em ensaios biolégicos e foram utilizadas em testes de durabilidade
natural da madeira (FACKLER et al., 2007; KIM et al., 2012).

2.6.ENZIMAS MODIFICADORAS DE LIGNINA

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores de reac6es quimicas,
Sao essenciais para o sistema metabdlico de todos 0s organismos vivos. O seu poder
catalitico altamente especifico, esta associada a sua conformacédo nativa que pode
ser afetada pela temperatura, pH e forga idnica. Podem ser divididas em seis classes,
segundo as reacdes que catalisam: oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases (ORLANDELLI et al., 2012).

Os Agaricomycetes lignoceluloliticos degradam a lignina, pelo fato de
produzirem um consorcio de oxirredutases extracelulares tais como, ligninas
peroxidases (ligninase, LiP, EC 1.11.1.14), manganés peroxidases (MnP, EC
1.11.1.13), peroxidases versateis (VP; EC 1.11.1.16) e lacases (EC 1.10.3.2)
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

No setor téxtil, as enzimas lignoceluloliticas séo utilizadas na descoloracéo de
efluentes com corantes comerciais e na degradacdo de compostos aroméaticos
fendlicos e ndo fendlicos (WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003). Na
indUstria papeleira estas enzimas sao aplicadas visando o branqueamento da pasta
kraft, tal processo requer a degradacgao da lignina sem comprometer a integridade dos
polissacarideos, particularmente a celulose. Neste sentido, o pré-tratamento com
enzimas lignoceluloliticas é essecial para a deslignificacdo. (KUHAD; SINGH;
ERIKSSON, 1997).

2.6.1. Lignina Peroxidases (Lip EC 1.11.1.14)

A lignina peroxidase, uma das enzimas mais importantes envolvidas na
degradacéo da lignina foi descoberta no fungo de podridéo branca P. chrysosporium
(CALL; MUCKE, 1997).
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A LiP é uma glicoproteina hémica que catalisa uma variedade de compostos
fendlicos, ndo fendlicos, hidratos de carbono arométicos e outros compostos que séo
resistentes ao ataque microbiano. Requer peroxido de hidrogénio como cofator e a
reacao ocorre através do mecanismo de oxidacdo de um elétron seguido por uma
série de reacdes ndo enziméticas (SAPARRAT et al., 2002).

As peroxidases tem um mecanismo catalitico classico, onde o peroxido de
hidrogénio é o aceptor final de elétrons. A enzima nativa é oxidada por peroxido de
hidrogénio formando o composto I. Com a perda de um elétron o composto | é
reduzido a composto II. Quando houver H202 em excesso, este ird se combinar com o
componente Il da LiP, que € a forma inativa da enzima (Figura 2) (SAPARRAT et al.,
2002; NILADEVI, 2009).

H,0, H,0
‘ i
CH,OH LlP (nativa)  LiP (Composto I) o e
@ Veratrilico
OCH4 acHa
OCH4 OCHa
LiP (II)
CH,OH CH,OM
O: c HOC H3 ‘\"\ ‘i OCH Radical catiénico
3 o OCH 3 alcool veratrilico

Figura 2. Ciclo catalitico da LiP.
Fonte: SAPARRAT et al. (2002)

Em alguns casos 0s substratos ndo estdo diretamente acessiveis a LiP, de
modo que para a oxidacéo ocorrer é necessaria a presenca de um mediador. O &lcool
veratrilico, metabdlito secundario produzido pelos fungos, é o cofator da LiP, tendo
um papel essencial na degradacao da lignina, atua como mediador para oxidagao
indireta dos substratos, além de evitar a inativagdo desta enzima durante a producgéo
excessiva de H202. Na presenca de peroxido de hidrogénio, a LiP oxida o é&lcool
veratrilico a veratraldeido, reacéo de determinacgao de atividade em ensaios de lignina
peroxidase (SAPARRAT et al., 2002).
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2.6.2. Manganés peroxidase (MnP 1.11.1.13)

A MnPs séo glicoproteinas extracelulares, secretadas em varias isoformas.
Constitui o segundo grupo de glicoproteinas hémica que utilizam ions de manganés
livres para a sua atividade. A atuacao desta enzima necessita da presenca de peroxido
de hidrogénio e catalisa a oxidacdo do Mn?* para o Mn3*, que oxida varios compostos
fendlicos (GARG; MODI, 1999). O Mn3* complexado com um &cido organico atua
como agente primario na clivagem da lignina.

O ciclo catalitico desta enzima ¢€ iniciado pela ligacdo de H202 a enzima nativa
férrica formando o complexo ferro-perdxido (Figura 3). A quebra da ligacdo oxigénio-
perdxido de hidrogénio requer a transferéncia de dois elétrons do grupamento heme
da enzima, resultando na formac&o do composto | de manganés peroxidase e uma
molécula de &gua. A seguir, um ion Mn*? age como doador de um elétron para o
composto I, formando o composto Il e o ion Mn*3. A reducéo do composto Il ocorre de
maneira similar a descrita acima e outro Mn*® é formado a partir de um Mn*2
regenerando, deste modo, a enzima férrica nativa € regenerada (HOFRICHTER,
2002).

[R-O0H]
Hz03

[R-OH]
H20 HzO [R-OH]
%@% MnP Férrica ;
i
. )L ::::0

MnP- composto Il +
@) -
Figura 3. Ciclo catalitico da MnP. Inicialmente H2O: liga-se a enzima nativa férrica formando

o complexo ferro-peréxido, apds reacdes de oxidacdo e reducdo mediadas por Mn?* a

enzima férrica nativa é regenerada.

Fonte: HOFRICHTER (2002)

MnP €& considerada uma enzima chave na lignindlise, principalmente dos

fungos de podridao branca. Essa enzima € encontrada em Armillarias sp., L. edodes,
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Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm e T. versicolor agindo conjuntamente com LiP e
lacase (SCHMIDT, 2006).

O potencial degradativo da MnP possibilita a aplicacdo desta enzima em
processos biotecnoldgicos, tais como: producao de etanol, branqueamento de papel
e remocao de corantes sintéticos da industria téxtil (BOER et al., 2004; HOFRICHTER,
2002).

2.6.3.Lacase (lac 1.10.3.2)

A lacase foi primeiramente descrita no latex de Rhus vernicifera (YOSHIDA,
1883). Esta amplamente distribuida entre plantas, fungos, bactérias e insetos. As
lacases de insetos tém seu papel bem definido, tendo comprovada participagdo em
processos de esclerotizacao e pigmentacdo do exoesqueleto ou cuticulas e capsulas
de ovos (ARAKANE et al., 2005; NAKAMURA; GO, 2005). Em bactéria, as lacases
participam no processo de morfogénese, biossintese de pigmentos, protecdo contra
luz UV e peroxido de hidrogénio (SANTHANAM et al., 2011; STRONG; CLAUS, 2011).
No entanto, a maioria das lacases descritas na literatura foi isolada de
Agaricomycetes, Deuteromycetes e Ascomycetes. Nos Agaricomycetes estas
enzimas sdo abundantes, sendo mais de 100 lacases descritas para este grupo
(RIVERA-HOYOS et al., 2013). Algumas espécies produtoras de lacases sao Agaricus
bisporus (J.E. Lange) Singer e Pleurotus sajor-caju (SODEN; DOBSON, 2001); P.
cinnabarinus, L. edodes (BOLLAG; LEONOWICZ, 1984); P. ostreatus (BALDRIAN;
GABRIEL, 2002); P. chrysosporium e Trametes pubescens (Schumach.) Pilat
(GALHAUP; HALTRICH, 2002). Segundo Majeau, Brar e Tyagi (2010), devido a sua
capacidade de degradar lignina, Trametes esta entre os géneros mais estudados para
producdo de lacases. Além disso, as lacases estdo envolvidas na esporulacao,
producdo de pigmentos e formacéo do corpo de frutificagcdo (ALCALDE; BULTER,
ARNOLD, 2007).

As lacases sdo metaloproteinas que pertencem a superfamilia das multicobre
oxidases (MCO), sua massa molecular varia entre 50 e 140 kDa (MOROZOVA et al.,
2007). As lacases utilizam a capacidade redox dos ions de cobre para catalisar a
reducdo de oxigénio molecular a agua ao mesmo tempo em que oxidam um substrato

organico (Figura 4). Estas enzimas estdo envolvidas na degradacéo da lignina e
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remocgcdo de compostos toxicos gerados durante este processo. Também oxidam
compostos aromaticos com grupos fendlicos funcionais e compostos ndo aroméaticos.

As lacases normalmente possuem quatro ions de cobre distribuidos em trés
sitios de ligacao diferentes e altamente conservados: T1, T2 e T3. O sitio T1 oxida o
substrato redutor e transfere os elétrons para os sitios T2 e T3, que formam um cluster
trinuclear de Cu onde O2 é reduzido a H20.

Os trés sitios de cobre do centro catalitico possuem funcdes diferentes, o cobre
Tl das lacases, catalisa a transferéncia dos elétrons e oxidam compostos,
principalmente os fenais, pois seu potencial redox € baixo o suficiente para permitir a
remocédo de elétrons pelo cobre; O T2 ativa o oxigénio molecular e funciona como
aceptor de elétrons e o cobre T3 que é um dimero com dois centros de cobre é
responsavel pela ligacdo ao oxigénio molecular. Todos os sitios sdo importantes para
a atividade da lacase, porém o potencial redox do cobre T1 é diretamente responsavel
pela capacidade catalitica da enzima (RIVERA-HOYOS et al., 2013).

OH
L 4 R
H,O acase,,
R
fubstrato
Q-
0, Lacase,q S
4 ||, R
o
R

substrate oxidado

Figura 4. No ciclo catalitico de lacase, ocorre a redugdo de um oxigénio molecular a duas
moléculas de agua e a concomitante oxidacdo de quatro moléculas de substratos para

produzir quatro radicais livres.

Fonte: RIVERA-HOYOQOS, 2013

Compostos néo fendlicos também podem ser oxidados pela lacase, através de
um mediador. Os mediadores sdo moléculas com a funcdo de transportar elétrons
entre as enzimas e 0s compostos nao fendlicos. Depois de oxidado pela enzima, o
mediador sai de seu sitio ativo e pode oxidar qualquer substrato. A forma oxidada do
mediador é estruturalmente distinta da enzima oxidada, aumentando a gama de

substratos suscetiveis a acdo enzimatica. Os mediadores podem ser sintéticos ou
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naturais. O acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) foi o primeiro mediador natural descrito
para lacases (BAIOCCO et al., 2003).

Diferentes mediadores sintéticos tém sido testados com lacases, dentre eles, o
ABTS (2,2’-azinobis (3- etilbezotiazolina-6-sulfonato) e o HBT (1-hidrozibenzotriazol)
(WESEMBERG,; KYRIAKIDES; GATHOS, 2003).

Para a industria, as lacases sdo de grande aplicabilidade em processos de
biopolpacdo e bioclareamento, transformacdo de corantes da industria téxtil e
biorremediagdo de PAHSs, clorofendis, dimetdxifenois, pesticidas, entre outros
(GAYOSSO-CANALESET et al., 2012). Recentemente estdo sendo utilizadas no
campo da nanotecnologia para a detecéo de fenol (RIVERA-HOYOS et al., 2013).

2.7.  PRODUCAO E INDUCAO DE ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

Os fungos possuem um arsenal de enzimas ligninoliticas que atuam néo s6 na
decomposicdo da madeira, mas também na formacao do corpo de frutificacdo. Devido
as diferentes funcbes durante o ciclo de vida dos fungos, as enzimas ligninoliticas
apresentam grande numero de isoformas com diferentes caracteristicas fisico-
guimicas e cinéticas. A expressdo de lacases e de peroxidases envolve uma
hierarquia de sinais ambientais, como a concentracdo de ions metalicos, carbono,
nitrogénio, temperatura e presenca xenobiéticos e fotoperiodo (JANUSZ et al., 2013).

A concentracgao de carbono e nitrogénio influencia diretamente a expressao das
enzimas lignoliticas, por serem produzidas durante o metabolismo secundario onde
h& deplecdo destes elementos (ELISASHVILI; KACHLISHVILI, 2009). Todavia as
condicdes otimas de expressdo enzimatica sdo variaveis, P. ostreatus e Trametes
trogii produziram elevada quantidade de lacase e de MnP em altas concentracdes de
nitrogénio. Enquanto para P. chrysosporium nas mesmas condi¢des, ha supressao da
atividade de LiP e MnP (LEATHAM; KIRK, 1983). A linhagem de Pycnoporus
sanguineus (L.) Murrill, em meio com baixos niveis de nitrogénio apresentou alta
producdo de lacase (VASCONCELLOS, 2010). Outros fungos sao indiferentes a
concentracdo de nitrogénio e carbono, caso de Dichomitus squalens (P. Karst.) que
secreta MnP tanto em alta quanto em baixa concentracdo de nitrogénio (PERIE;
GOLD, 1991). Além da concentracao, a razado carbono e nitrogénio tem um impacto

significante na producao de enzimas ligoceluloliticas. Para Cerrena unicolor (Bull.), P.
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ostreatus, L. edodes, A. blazei a producao de lacase € estimulada pela baixa razao
C/N, enquanto para as peroxidases a razao C/N deve ser alta (JANUSZ et al., 2013).

Os Agaricomycetes sdo sensiveis a presenca de metais como cobre, ferro,
manganés, molibidénio, zinco e niquel. Estes sdo essenciais para o crescimento
fungico e também atuam como co-fatores enzimaticos induzindo a atividade
ligninolitica (VASCONCELLOS, 2010). Os ions de manganés e cobre induzem a
atividade de lacase e de manganés peroxidase, enquanto a LiP é inibida por Mn?*. No
entanto, em excesso estes metais podem diminuir o crescimento e a atividade das
enzimas ligninoliticas, tornando-se téxicos para os fungos.

Outra estratégia utilizada para aumentar a producao enzimética é a adi¢cao de
indutores. Na degradacao de alguns corantes, por exemplo, onde apenas a acéo da
enzima nao € suficiente, a utilizacdo de indutores € uma alternativa eficaz, pois
aumenta drasticamente os niveis de descoloracdo. Os mediadores redox usados com
frequéncia sdo 1-hidroxibenzotriazol (HBT), alcool veratrilico, acido vanilico, acido
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) — ABTS, entre outros. Nos Ultimos anos,
compostos naturais como siringaldeido e acetosiringona, também séo explorados
como mediadores de lacase para diversas aplicagdes ambientais (JANUSZ et al.,
2013). A linhagem de T. versicolor praticamente dobrou sua producdo de lacase
devido a adicdo de alcool veratrilico e guaiacol. Outros mediadores nédo foram
eficientes como é o caso do SBP/H202, que sozinho ndo € eficiente na degradacéo do
corante Rhodamine B, entretanto na presenca de HBT o corante foi bastante
degradado (ELISASHVILI; KACHLISHVILI, 2009).

A temperatura € outro fator que influencia no desempenho enzimatico, tal fato
esta relacionado a existéncia de regides génicas de resposta ao choque térmico (HSE)
presente nos genes de lacase e MnP (JANUSZ et al., 2013). A expressao dessas
enzimas € induzida por alteracbes suaves de temperatura, afetando diretamente o
desempenho dos fungos em processos de degradacéo de corantes. A descoloragéo
de Cibanon Blue GFJ-MD foi mais eficiente quando o fungo C. versicolor foi incubado
a 30 °C (RAUF; ASHRAF, 2012).

Alguns estudos descreveram a influéncia de substancias toxicas e xenobioticos
como arsenito de sodio, 2,4-diclorofenol, N, N-dimetilformamida e compostos

aromaticos, na expressao de lacase e LiP (JANUSZ et al., 2013).
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2.8. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DOS MACROFUNGOS E SEUS
COMPLEXOS ENZIMATICOS

Durante as Ultimas décadas o potencial biotecnoldgico dos fungos tem se
destacado no cenéario cientifico. Sendo explorados devido as suas propriedades
medicinais, terapéuticas ou ao seu potencial alimentar.

Os Agaricomycetes sao capazes de degradar e modificar a lignina, por meio de
um ataque enzimatico extracelular. Este sistema enzimatico tem se mostrado util na
degradacdo de uma variedade de poluentes ambientais persistentes, sendo
empregado em diferentes setores industriais.

A industria farmacéutica e alimenticia utiliza as peroxidases e as lacases
fungicas como biossensores de compostos fendlicos. Na industria papeleira as
enzimas lignoliticas, especificamente a MnP sdo usadas no branqueamento de polpa
kraft (TAVARES, 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

A producéo de etanol também é beneficiada pelas enzimas lignoceluloliticas.
Por meio da engenharia genética, a lacase obtida em T. versicolor foi expressa em
Saccharomyces cerevisiae aumentando a sua resisténcia aos inibidores fenélicos nos
hidrolisados lignocelulésico. A MnP também est4 sendo utilizada na producdo de
etanol de segunda geracdo (HERMANN et al., 2013).

Nos processos de biorremediacao, os fungos de podriddo-branca sédo os mais
utilizados, visto que as suas enzimas sdo eficazes na degradacdo de uma variedade
de poluentes ambientais. Os fungos Daedalea flavida (Lév.) A. Roy, Irpex flavus
Jungh., P. sanguineus, P. ostreatus, P. sajor- caju, P. chrysosporium, T. versicolor e
T. pubescens sao utilizados para degradar corantes sintéticos oriundos da industria
téxtil (TISMA; ZELIC; VASIC-RACKI, 2010). Outros componentes toxicos degradados
pelos fungos lignoceluloliticos sdo os pesticidas, triclorofenol, alcenos, efluentes

industriais, herbicidas e efluentes domeésticos e industriais (NIEBISCH et al., 2009).



39

3. OBJETIVOS

3.1.GERAL

Avaliar o potencial de Tyromyces sp., Auricularia sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus na
producdo de enzimas lignoceluloliticas, visando sua aplicacdo em processos de

biorremediacao.
3.2.ESPECIFICOS

- Avaliar a cinética micelial dos fungos crescendo em diferentes substratos e
temperaturas.

- Avaliar o potencial de Tyromyces sp., Auricularia sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus
como produtores de MnP, Lip, Lac e OAV em cultivos em estado solido e submerso.
- Caracterizar as lacases produzidas por estes fungos em cultivos submersos e em
estado solido.

- Verificar em eletroforese a presenca de isoformas de lacases produzidas em cultivos
em estado solido e submerso.

- Avaliar a descoloracdo de corantes sintéticos pelos extratos enzimaticos dos
macrofungos avaliados.

- Determinar a toxicidade dos corantes degradados.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Os fungos utilizados neste projeto foram Tyromyces sp. (CMINPA, 1557),
Auricularia sp. (CMINPA, 1645), Coriolopsis sp. (CMINPA, 1646) e L. crinitus
(CMINPA, 1556) acessados na Colecao de Cultura de Microrganismos de Interesse
Agrossilvicultural/ INPA.

4.2.CINETICA MICELIAL

Inicialmente foi avaliada a velocidade de crescimento micelial dos fungos
selecionados sobre a influéncia de diferentes temperaturas e substratos.

Para este experimento foram utilizadas as serragens: Simarouba amara Aubl.
(Marupd) e Anacardium spruceanum Benth. Ex Eng. (Cajui). Foram quatro tipos de
substratos: serragem de marupda pura (MA), serragem de cajui pura (CA), serragem
de marupa suplementada (MA-SUPL) e serragem de cajui suplementada (CA-SUPL).
As suplementagdes foram realizadas com farelo de cereais.

Os meios de cultura foram preparados utilizando-se em base seca 100g de
substrato/L final de infuséo, preparado com 80% (m/m) de serragem, 18% (m/m) farelo
de cereais (mistura de arroz, trigo e milho, na proporcéo 60: 20: 20) e 2% (m/m) de
CaCOgs, para serragem suplementada (SALES-CAMPOS, 2008). Na serragem pura
foi adicionada 2 % (m/m) de CaCOs. O pH do meio de cultura devera ser ajustado para
pH 6,5. O experimento foi realizado nas temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C.

Os meios de cultura foram preparados a partir da infuséo de cada substrato em
1,5L de agua fervente durante 30 minutos. Foram filtrados em algodéo e completados
os volumes para 1L. Apos a filtragéo, adicionou-se a cada meio, 12g (m/v) de dextrose
e 15g (m/v) de &gar/L. Como controle foi utilizado o meio de cultura malte-agar. Os
diferentes meios foram autoclavados a 121 °C e vertidos em placas de Petri.

A producao dos inéculos foi realizada para obtencao de linhagens viaveis para
ensaios subsequentes. Este procedimento foi feito através da transferéncia de
inoculos fungicos do tubo de ensaio, para a placa de Petri, contendo meio Extrato de
malte-agar (URBEN et al., 2003).

No meio de cultura solidificado foi colocado um in6culos de 6 mm de didmetro

dos fungos. As placas de Petri foram distribuidas inteiramente ao acaso e mantidas
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em estufa nas diferentes temperaturas por 5 dias. O crescimento micelial foi conduzido
conforme Maziero (1990) e Sales-Campos (2008). A mensuracao foi realizada
diariamente até o fungo atingir a borda da placa de um dos meios testados.

O delineamento experimental utilizado para a avaliagdo do crescimento micelial
das espécies fangicas foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 5 x 3,
correspondente as combinacdes das espécies de fungos (4) com os tipos de meio de
cultura (5) e diferentes temperaturas (3), totalizando 60 tratamentos. Cada tratamento
foi composto por cinco repeticdes, sendo cada repeticado correspondente a uma placa
de Petri, com um total de 300 placas. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 1% de

significancia. Para tal, foi utilizado o programa Assistat 7.7.

4.3. ANALISE QUALI-QUANTITATIVA DE FENOL-OXIDASES DOS ISOLADOS

Para as andlises quali-quantitativas os isolados mantidos em placas de Petri
com 6 dias de crescimento, foram repicados (discos com 0,5cm de &) para placas de
Petri cada uma contendo um meio de cultivo diferente: 1- Meio Agar Acido Galico e 2
- Meio Agar Corante e 3- Meio Agar Malachita. Estas andlises foram realizadas
segundo metodologia modificada descrita em: Queiroz, Jordao e Salgueiro (2002),
Gomes (2007) e Rosa, Bettio e Dillon (2008).

4.3.1.Meios para as analises enzimaticas quali-quantitativas
4.3.1.1. Meio Acido Galico (AG)

Para analise de fenol-oxidases primeiramente o meio de cultivo agar acido
galico foi formulado contendo: extrato de levedura, 0,3%(m/v); extrato de Malte,
0,3%(m/v); peptona, 0,5%(m/v); glicose, 1%(m/v); agar bacterioldgico, 2%(m/v); acido
galico, 0,5%(m/v) e H20 destilada qg.s.p. 100 mL (DAVIDSON; CAMPBELL;
BAISDELL, 1938). O pH do meio foi ajustado para 5,5+0,5 e autoclavado a latm por
15 minutos.

ApGs a solidificagéo do meio, o indculo do fungo de 5 mm foi colocado no centro
da placa de Petri. Em seguida foram mantidos em estufa a 30°C. O crescimento e a
oxidacao do acido galico foram acompanhados a cada 24h, utilizando um paquimetro,

onde foi mensurado o diametro da colbénia e do halo por 6 dias. O teste foi considerado
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positivo para os fungos que formarem ao seu redor um halo marrom escuro - Reacao

de Bavendamm.

4.3.1.2. Meio Agar Corante (AC)

O meio de cultivo agar corante foi baseado em Munari et al. (2007), com
modificacdes, contendo: corante Reactive Blue 220, 0,01%(m/v); peptona, 0,2%(m/v);
glicose, 1%(m/v); agar bacterioldgico, 2%(m/v); Meio de sais* (10X), 10mL e H20
destilada g.s.p. 90 mL. O pH do meio foi ajustado para 5,5+0,5 e 0 meio foi autoclavado
a latm por 15 minutos. Foi realizado o mesmo procedimento de inoculacdo descrito
no item 4.3.1.1.

4.3.1.3. Meio Agar Malachita (AC)

O meio de cultivo agar malachita foi baseado em Dhouib et al. (2005) com
modificacdes, contendo: corante Malachita green, 0,01%(m/v); peptona, 0,2%(m/v);
glicose, 1%(m/v); agar bacteriologico, 2%(m/v); Meio de sais* (10X), 10mL e H20
destilada g.s.p. 90 mL. O pH do meio foi ajustado para 5,5+0,5 e 0 meio foi autoclavado
a latm por 15 minutos. O fungo foi inoculado nas mesmas condi¢cdes que o item
4.3.1.1.

O meio de sais (10x) foi preparado com base na formulacdo de Mandels e
Reese (1957) com a seguinte composigéo: KH2PO4, 2%(m/v); (NH4)2S0a4, 1,4%(m/v);
MgS04.7H20, 0,3%(m/v); uréia, 0,3%(m/v); CaClz, 0,4%(m/v); MnSOa4.H20,
0,00156%(m/v); FeS04.7H20, 0,005%(m/v); 2ZnSO4, 0,0014%(m/v); CoClz,
0,002%(m/v); H20 destilada g.s.p. 100 ml. A solucéo foi armazenada a 4°C para

posterior utilizagao.
4.4, ANALISES QUANTITATIVAS DE FENOL-OXIDASES DOS ISOLADOS

Para as analises quantitativas foram considerados os fungos que obtiveram a
formacéo de halos. Estas linhagens foram submetidas a ensaios submersos e em
estado soélido para a verificacdo de lacases, manganés peroxidases, lignina

peroxidases, peroxidases totais e oxidases do alcool veratrilico.
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4.4.1.Condicbes de cultivo
4.4.1.1. Cultivo submerso com Agaricomycetes

O meio de cultivo liquido foi elaborado conforme descrito por Silva et al., (2007).
Cada 100 mL desse meio conteve: Meio de sais 10% (v/v); peptona 0,1%(m/v); glicose
1% (m/v) e H20 destilada g.s.p. 90% (v/v). Em seguida o meio foi autoclavado a 1 atm
por 15 minutos. Na sequéncia, foram inoculados 3 discos de 1,5 cm de diametro das
diferentes linhagens selecionada. Apés, o ensaio foi mantido sob agitacédo reciproca
de 180 rpm a 30+2°C. O procedimento foi realizado com seis repetigoes.

Para a obtencéo do extrato todo o volume do frasco foi filtrado com papel filtro
e na sequéncia as amostras foram centrifugadas a 2000 x g e 4°C, durante 30 minutos,
sendo o sobrenadante utilizado para as determinacfes enzimaticas, pH, andlises

eletroforéticas e o precipitado para a verificacdo da biomassa.

4.4.1.2. Cultivo em estado sélido com Agaricomycetes

O cultivo sdlido foi realizado em frascos de vidro com capacidade de 100 mL,
contendo 21 g de substrato imido fechados com chumacos contendo algodao e gaze,
autoclavados a 1 atm por 2 horas. Os substratos utilizados foram serragem de cajui e
marupd. O inoculo fangico de 1,5 cm foi colocado sobre os substratos. O ensaio foi
mantido em estufa a 30°C + 3° C com umidade saturada. As amostras foram coletadas
do 0 ao 14° dia a cada 48 horas. Na sequéncia foi realizada a extracdo enzimatica.

Todos os testes foram realizados em quadruplicata.

Para a obtencao do extrato, 15 g do material cultivado foi suspenso em 30 mL
de agua destilada gelada e homogeneizado manualmente sendo mantidos sob
agitacao reciproca por 30 minutos a 130 rpm, a 4°C. Apds, os solidos foram removidos
por filtracdo em papel filtro e centrifugagéo a 2000 x g e 4°C, durante 30 minutos. O
extrato enziméatico obtido foi utilizado para as determinagfes enzimaticas, pH, anélises

eletroforéticas e biomassa.

4.5.METODOS ANALITICOS
ApGs a obtencdo dos extratos dos fungos em cultivo submerso e em estado
sélido foram realizadas as analises no espectrofotometro Molecular Devices, modelo

Spectra Max 190 em placas com 96 pocos.
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4.5.1. Determinacéo do potencial hidrogeniénico (pH)

O pH dos extratos fangicos do cultivo submerso e em estado sélido foi
determinado diretamente no caldo enzimatico com a utilizacdo de um pH-metro
PHTEK modelo PHS-3B.

4.5.2.Biomassa micelial

A biomassa micelial dos macrofungos em cultivo submerso foi determinada por
gravimetria, sendo realizado da seguinte forma: todo o conteddo do Erlenmeyer foi
filtrado em papel filtro (previamente seco e pesado em balanca analitica), ap6s a
separacao o filtro contendo a biomassa foi seco em estufa a 50° C, por cerca de 24h,
resfriado em um dessecador e pesado em balanca analitica. A massa final foi
descontada da massa inicial chegando-se assim no valor da biomassa de cada
amostra.

Em cultivo em estado sdlido, a determinacdo da massa fungica foi obtida por
método indireto pela dosagem da N-acetilglicosamina (NAG) apés tratamento do
substrato por hidrélise acida utilizando 0,5 g do substrato, coletadas antes da extracao

enzimaética.

4.6. DETERMINAQ@ES ENZIMATICAS
Todas as atividades enzimaticas foram expressas em unidades internacionais
por grama de massa seca (U.g1), para o cultivo em estado sélido e em unidades
internacionais por mL (U.mL™), para cultivo submerso; onde foram definidas como a

quantidade de enzima que libera um micromol do produto por minuto (U = 1mol.min

1)_
4.6.1.Lacases (Lac)

A atividade de lacase foi determinada, segundo Wolfenden e Wilson (1982),
atravées da quantificacdo do produto da oxidacdo do 2, 2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), ABTS, utilizado como substrato. A mistura reacional
(0,4mL) continha: 0,18 mL de tampéo acetato de sédio 0,2 mol/L, pH 5,0; 0,18 mL de
extrato enzimatico adequadamente diluido e 0,04 mL do substrato ABTS 5mM. A
oxidacdo do ABTS foi monitorada em espectrofotémetro (g 420 =3,6. 10* M-icm™)

durante 90 segundos, a 25°C.
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4.6.2. Peroxidases totais (Per)

As peroxidases totais foram dosadas empregando-se a mesma metodologia
das determinacfes de lacase, utilizando ABTS como substrato, entretanto com a
presenca de 0,04 mL de H202 2 mM e somente 0,14 mL de tampéao acetato de sédio
0,2 M, pH 5,0, na mistura reacional (HEINZKILL et al., 1998). As atividades de
peroxidases foram descontadas das atividades detectadas para lacases.

4.6.3. Manganés peroxidases (MnP)

A atividade de manganés-peroxidase foi determinada utilizando o vermelho de
fenol como substrato (KUWAHARA et al., 1984). A mistura reacional (2mL) continha:
1mL de tamp&o succinato de sddio 20 mmol/L, pH 4,5; 0,1mL de vermelho de fenol
0,1 % (m/v); 0,1 mL de lactato de sodio 250 mmol/L; 0,2 mL de albumina bovina 0,5%
(m/v); 0,05 mL de MnSO4 2mM; 0,05 mL de H202 2mM, foi adicionado 0,5 mL de
amostra. Apés 5 min a 30°C, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 0,04 mL
de NaOH 2mol/L. A formagéo do produto de oxidacao foi quantificada pela variacao
da absorbancia em espectrofotdmetro (€ s10 = 4,46 x 104 M-lcm?) através de 0,3 mL
colocados em uma placa de 96 pocos, sendo considerado um branco para cada

amostra com tempo zero de reacao.
4.6.4.Lignina peroxidases (LiP)

A atividade de lignina peroxidases foi determinada pela formagédo de
veratrilaldeido (¢ = 9,3 x 10% M. cm!), em uma mistura reacional contendo: 0,1 mL
de alcool veratrilico 4 mmol/L; 0,1 mL de H202 2 mmol/L; e 0,2 mL de amostra em
meio tamponado com 250 mmol/L de tartarato de sodio pH 3,0 sendo o volume final
de 0,4 mL (TIEN; KIRK, 1984). A variacdo de absorbéancia foi observada durante 5

min, a 30°C, apo6s a adicdo da amostra.
4.6.5. Oxidases do alcool veratrilico (OAV)

Para a determinacdo da atividade das oxidases do alcool veratrilico, foi
observada a formacéo de aldeido veratrilico a partir de uma reacao contendo: 0,2 mL
de &lcool veratrilico 2 mmol/L M e 0,2mL de amostra em meio tamponado com 250
mmol/L de tartarato de sédio pH 5,0, com volume final de 0,4 mL, sendo a reagéo
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monitorada durante 5 min, a 30°C, ap0s a adicdo da amostra, utilizando-se € = 9,3
x10° M1.cm (BOURBONNAIS; PAICE, 1988).

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

A partir dos resultados da andlise das amostras em triplicatas, foram calculadas

as médias e os desvios padrbes da média.

4.8. CARACTERIZACAO DE LACASES DOS MACROFUNGOS
A caracterizacdo enzimatica de lacases foi realizada com as amostras com

maior atividade desta enzima dos trés fungos cultivados em estado sélido e submerso.

4.8.1. Efeito do pH sobre a atividade de lacases

Para verificar a influéncia do pH na atividade enzimética de lacases foi realizada
a mensuracao desta enzima, utilizando ABTS como substrato, conforme exposto no
item 4.6.1, porém utilizando dois tamp&es com pHs variando de 3 a 8,0. As analises
foram realizadas com tampé&o Mcllvaine em dez diferentes pHs (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8) e tampdao acetato de sddio com pHs 4,0; 4,5; 5,0; 5,5.

4.8.2. Temperatura 6tima da atividade de lacases
A verificagdo da temperatura Otima utilizou ABTS como substrato, sendo
avaliadas cinco diferentes temperaturas de analise: 28, 30, 35, 40 e 45°C.

4.8.3. Termoestabilidade da atividade de lacases

A termoestabilidade de lacases foi avaliada com as amostras ndao tamponadas,
em placas de 96 pocos tampadas (de 2 mL, contendo 1 mL do caldo), em trés
diferentes temperaturas 30°C, 40°C e 50°C. Aliquotas das amostras foram coletadas
nos tempos 0, 8, 24, 48, 60 e 74h. A determinacdo da atividade enzimética de lacases

foi feita conforme descrito no item 4.6.1, utilizando ABTS.

4.8.4. Estudos do extrato enzimatico em eletroforese SDS-PAGE
4.8.4.1. Precipitacdo da amostra

O caldo enzimético bruto (100 ou 200 pL, em tubo de reacdo de 2mL) foi

acrescido de acetona (a 0° C), na proporcéao 1:2. Apos foi centrifugado a 12000 x g, 0
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°C, por 30 min. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi ressuspendido em 30
UL de tampdo amostra e utilizado para a realizagdo de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

4.8.4.2. SDS-PAGE

A determinacdo da massa molecular das lacases foi realizada por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli,
1970. Para tanto, foi preparado um gel para empilhamento com concentracédo 4%
(m/v) e 0,05 mL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%; e um gel para separacdo com
concentracédo 12% (m/v) e 0,1 mL SDS 10%. Utilizou-se o sistema Mini-PROTEAN
Tetra da Bio-Rad®. Para coloracdo, o SDS foi removido por lavagem do gel em
temperatura ambiente em solucao A (Triton X100® 2,5%) e solucéo B (tampé&o acetato
de sadio, pH 5,0) por 10 minutos cada uma. O gel foi transferido para uma placa de
vidro e uma camada de ABTS-agar (0,02 g de ABTS, 0,4 g de &agar, 40 mL de agua,
aquecida até dissolver agar) foi colocada sobre o gel. Poucos minutos apds, em
temperatura ambiente, é possivel que ocorra o surgimento de bandas com coloracéo
verde. O marcador utilizado foi o Precision Plus ProteinTM Standards da Bio-Rad®
com bandas de 10 a 250 kD.

4.9. TESTE DE DESCOLORACAO

No ensaio de descoloracao foram selecionados os extratos fungicos do cultivo
submerso e do cultivo em estado sélido com maior atividade de lacase. O experimento
foi realizado em triplicata, em placas de 96 pocos onde foi adicionado 5 U/mL de
extrato enzimatico e o corante. Foram utilizados 10 azocorantes (Tabela 3), 8 corantes
da classe trifenilmetano (Tabela 4) e 5 corantes da classe antraquinona (Tabela 5).
Nas Figuras 5, 6, 7 estdo as férmulas estruturais dos corantes da classe antraquinona,
azo e trifenilmetano. A degradacao dos corantes foi avaliada por meio de leitura
espectrofotométrica, com o comprimento de onda ideal para cada corante avaliado,

as leituras foram realizadas durante 24 h.



Tabela 3. Relagéo de azo corantes utilizados nos ensaios de descoloragao.
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Corante Comprimento de onda (nm)
Cl acid red 490
Orange G 480
Congo red 500
Reactive red 520
Disperse red 324 490
Reactive yellow 410
Cl disperse blue 79 540
Levafix brillant red 510
Disperse orange 30 470
Levafix golden yellow 440

Tabela 4. Relagéo de corantes trifenilmetanos utilizados nos ensaios de descoloragéo.

Corante Comprimento de onda (nm)
Metil violeta 570
Gentian Violet 580
Brillante green 610
Phenol red 430
Malachile green 620
Bromophenol blue 590
Bromocresol green 620
Comassie brilliant blue 580

Tabela 5. Relacdo de corantes da classe antraquinona.

Corante

Comprimento de onda (nm)

Remazol brilliant blue
Azul Reativo Kn

Acid Blue 80
Reactive blue 220
Acid green 28

590
600
630
610
680
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(B), Reactive blue (C), Acid green 28 (D), Remazol brilliante blue (E).
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4.9.1. Teste de Toxicidade

Exemplares de D. magna foram acessados no Laboratério de Toxicologia da
Universidade de Caxias do Sul, conforme norma estabelecida pela Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) presentes na NBR 12713. Os organismos
foram mantidos em sala climatizada (23°C) com fotoperiodo de 16:8 horas (claro:
escuro), luminosidade em torno de 2.000 Lux, em béqueres de 2000 mL.

Para a realizac&o dos ensaios de toxicidade foram utilizadas as amostras mais
eficientes na degradacédo dos corantes testados em placa de 96 pocos. Em seguida,
misturou-se o extrato enzimatico com o corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR)
durante 24h. Para avaliar a toxicidade, neonatos de D. magna foram expostos ao
corante RBBR ap0s acdo dos extratos enzimaticos, nas diluicbes 1.50 %, 3.10 %,
6.25 %, 12.5 %, 25 %, 50 %, 100 %. Como controle os dafnideos também foram
expostos ao RBBR puro e a 4gua destilada. Os ensaios foram executados em
béqueres com 10 mL de solucdo, em 4 réplicatas. Para cada concentracdo houve a
exposicao de 20 organismos testes, 5 por béquer.

Os organismos foram mantidos em incubadoras a 20 °C (x 0.5), sem iluminacéo
e alimentacdo durante 48 h. Apds esse periodo de exposi¢cdo, a mobilidade e
mortalidade dos organismos foram analisadas. O resultado é expresso através do
Fator de toxicidade (FT), que corresponde a menor diluicdo da amostra em que nao
ocorreu imobilidade em mais de 10% dos organismos, que é igual ao fator de diluicao.

O valor de FT é determinado através da observacgao direta da mobilidade dos
individuos na seérie e diluicbes-teste, ndo sendo necessario calculo estatistico para
sua determinacéo (KNIE; LOPES, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Séo apresentados os dados sobre crescimento micelial e pré-selecdo em meio
sélido acrescido com corante. A partir destes resultados serdo discutidos a producéo
das enzimas lignoceluloliticas de Auricularia sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus, em
cultivo submerso (CS) e cultivo em estado sélido (CES) empregando diferentes
serragens. Nos extratos com as maiores atividades de lacases de cada fungo foi
realizada a caracterizacdo parcial desta enzima. S&o apresentados os dados de
melhor pH, temperatura, termoestabilidade e massa molecular. Por fim serdo
discutidos os resultados da degradacdo dos corantes por extratos enziméticos dos
fungos testados e a avaliagdo de toxicidade.

5.1. CINETICA MICELIAL

As linhagens cresceram em todos os residuos testados. Coriolopsis sp.
apresentou as maiores médias de crescimento em relagdo aos outros fungos. O
crescimento micelial rapido € caracteristica desejavel em linhagens com potencial
industrial, além de reduzir consideravelmente o crescimento de outros organismos
competidores (Figura 8). Através da analise da variacdo pode-se notar que houve
diferenga significativa (a= 0, 01) para a interacdo entre meios de cultivo e as
temperaturas, para todas as linhagens estudadas. Todas as linhagens exceto
Auricularia sp. apresentaram crescimento micelial superior em meio malte-agar, isso
ocorreu, provavelmente, em razdo desse meio ser mais rico em nutrientes. Entretanto,
entre 0s meios com serragem o0 meio de cultivo com cajui suplementado foi o mais
promissor.

O meio malte - agar propiciou melhor crescimento micelial de Tyromyces sp.
Quando avaliado apenas os meios com serragem, Tyromyces sp. teve o melhor
crescimento no meio de cultivo obtido a partir do residuo de cajui com suplementacao
(Figura 9E). O crescimento micelal de L. crinitus também foi maior em meio malte-
agar durante os trés primeiros dias de avaliacdo, entretanto no 4° dia nota-se que néo
houve diferenca estatistica entre os meios extrato de malte - agar e cajui
suplementado (Figura 9H). Também né&o houve diferenca estatistica para crescimento
micelial de Coriolopsis sp. nos meios de cultivo com cajui suplementado, marupa

suplementado e extrato de malte — agar (Figura 9G).
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Figura 8. Cinética do crescimento micelial de Tyromyces sp., Lentinus

crinitus, Coriolopsis sp. e Auricularia sp.

Por outro lado Auricularia sp. obteve o melhor crescimento micelial em meio
com cajui com suplementacdo. Entre os meios de cultivo com serragem todas as
linhagens apresentaram melhor crescimento em meio suplementado com farelos de
arroz, trigo e milho (Figura 9). Isso provavelmente ocorreu devido a maior
disponibilidade de nutrientes facilmente assimilaveis, estimulando o desenvolvimento
fungico.

Os meios compostos por serragens apresentam vantagens econdmicas e
ecoldgicas. Visto que agregam valor a residuos que seriam descartados, sdo mais
econdbmicos quando comparados aos meios de cultivo industrializados e evitam o
surgimento de mutantes auxotroficos (SALES-CAMPOS et al., 2008). Em estudo
realizado por Macedo et al. (2011) foi obtido resultados similares, os subtratatos
suplementados com farelo de arroz na concentragcdes 10% e 20% favoreceram o
crescimento de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. Entretanto segundo estudo de
Montini (2001), o aumento da concentracdo de farelos nos meio de cultivo foi um fator
limitante no crescimento de L. edodes, provavelmente devido ao excesso dos teores
de carbono, nitrogénio, potassio, fosforo, magnésio e enxofre no meio. Os farelos de
soja, trigo e arroz adicionados ao substrato capim-elefante também diminuiram a
velocidade de crescimento de P. ostreatus (DONINI; BERNARDI; NASCIMENTO,
2006). Tal fato demostra que o crescimento micelial varia de acordo com a espécie
fungicas e suas caracteristicas genéticas. Outros fatores como luminosidade, umidade

e temperatura também influenciam no crescimento micelial.
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A temperatura esta entre os fatores que mais influenciam o crescimento e
metabolismo fungico, sendo fator de variacdo intra e interespecifica. Geralmente, as
espécies estdo adaptadas as condi¢cOes climaticas das regibes onde vivem. Sendo
portanto esperado que estas linhagens, coletadas na cidade de Manaus, tenham
melhor desempenho em temperatura elevada. Constatou-se que 0 crescimento
micelial de Tyromyces sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus foi superior na temperatura de
35 °C (Figura 9). Equanto que Auricularia sp. diferiu das demais, apresentando
crescimento micelial estatisticamente superior em 30 °C ao longo dos 5 dias de

avaliagdo (Figura 9D).

5.2.FUNGOS PRODUTORES DE ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

Segundo Glenn e Gold (1983) os corantes poliméricos atuam como substrato
para enzimas lignoliticas, sendo utilizados desde entdo para selecionar os fungos
produtores destas enzimas. Para os testes de degradacédo de corante em placa foram
utilizados meio agar-malte com acido galico, meio agar-malte com Remazol Brillante
Blue e meio agar-malte com Malachile green. No meio contendo acido galico o teste
foi considerado positivo para aqueles inéculos que formaram ao seu redor um halo
marrom escuro - Reacédo de Bavendamm. Auricularia sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus
formaram halo marrom escuro ao redor da colénia, o que indica a degradacao do acido
galico por enzimas oxidativas (Figura 10). A linhagem de Auricularia sp. formou o
maior halo embora pouco micélio tenha se desenvolvido (Figura 10A). Isso ocorre,
provavelmente, devido ao efeito toxico do acido sobre as hifas fangicas, inibindo o
crescimento micelial (DAVIDSON; CAMPBELL; BAISDELL, 1938). As linhagens de
Trametes elegans (Spreng.: Fr.), Ganoderma subamboinense Bazzalo & Wright e
Ganoderma sp. estudadas por Silva (2014) também apresentaram atividade
enzimatica, no entanto, ndo houve crescimento fungico no meio de cultura com acido
tanico.

Tyromyces sp. € um fungo de podriddo parda, deste modo a reacdo de
Bavendamm foi negativa, tal fato esta associado a ndo producéo ou expressao basal
de enzimas oxidativas como a lacase (Tabela 6). Tyromyces pulcherrimus (Rodway)
G.Cunn. quando inoculado em meio com acido galico também ndo formou halo
(BACHMANN et al., 2011).
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Figura 9. Crescimento micelial de Tyromyces sp. (A), L. crinitus (B), Coriolopsis sp. (C) e
Auricularia sp. (D) em diferentes temperaturas e meios de cultivos (E; F; G; H). Os tratamentos
com as mesmas letras ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p>0, 01); O asterisco indica

aumento significativo de crescimento micelial (p > 0, 01).
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Os fungos apresentaram diferenca significativa quanto ao crescimento micelial
no meio com acido galico. Tyromyces sp. teve a maior velocidade de crescimento,
sendo a unica linhagem a colonizar totalmente a placa até o ultimo dia de experimento
(Figura 10E).

No meio com Remazol Brillante Blue, L. crinitus, Coriolopsis sp. e Auricularia
sp. degradaram o corante, isso foi visivel apenas sob o micélio, sem a formacéo de
halo (Figura 11). Barrasa et al. (2014) obteve resultados semelhantes com Coriolopsis
trogii, Coriolopsis gallica e T. versicolor, onde a descoloracéo foi visivel apenas sob a
area micelial, sendo que em algumas linhagens ocorreu a forma¢cédo de halo e em
outras ndo. Segundo Barrasa et al. (2014) os fungos de podridao branca da madeira,
Polyporales, formam o halo de descoloracdo no interior do micélio, enquanto os
fungos de podridao branca de liteira, principalmente os Agaricales, apresentam halo
ao redor da colénia. Tal fato esta relacionado as estratégias de colonizacdo e
degradacédo no meio ambiente. Os Polyporales decompdem a madeira, substrato de
dificil metabolizacdo e com limitagdes nutricionais, sendo necessario que a secrecao
das enzimas lignoliticas ocorra proximo a regido central da colénia. Enquanto os
Agaricales de liteira, crescem no solo sobre folhas, com condi¢Bes mais propicias para
colonizacédo e portanto a secrecao de enzimas por hifas jovens que se encontram nas
regides periféricas do micélio (BARRASA et al., 2014).

Tabela 6. Analise qualitativa da degradacéo de corantes por macrofungos.

) Verde de
Fungo N°da cultura  Acido galico Remazol Malaquita
Tyromyces sp. CMINPA 1557 - - _
Lentinus crinitus CMINPA 1556 ++ ++ +
Auricularia sp. CMINPA 1645 +++ + +
Coriolopsis sp. CMINPA 1646 ++ +++ +

Legenda: - sem decoloracao; + baixo; ++ intermediériao; +++ intenso.
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Figura 10. Halos formados por Agaricomycetes em meio com acido galico apos 5 dias de

crescimento. Auricularia sp. (A) e aspecto do verso da cultura (B); halo formado por
Coriolopsis sp. (C) e verso da cultura (D); Crescimento de Tyromyces sp. (E) verso da cultura

(F); halo formado por L. crinitus (G); verso da cultura (H).

Figura 11. Descoloracdo do Remazol por Agaricomycetes apos 5 dias de crescimento.
Auricularia sp. (A) e aspecto do verso da cultura (B); halo formado por Coriolopsis sp. (C) e

verso da cultura (D); Crescimento de L. crinitus (E) verso da cultura (F); Tyromyces sp. (G);

verso da cultura (H).
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O corante verde de malaquita é comumente utilizado em aquarios como
antifangico, sendo toxico também para os seres humanos, devido a sua similaridade
estrutural com substancias cancerigenas (CHA; DOERGE; CERNIGLIA, 2001).

No meio com verde de malaquita a descoloracéo foi lenta, limitando-se a regiao
micelial, sendo realizada apenas por Auricularia sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus
(Figura 12). Atribui-se a toxicidade desse corante ao menor crescimento micelial para
todas as linhagens flungicas testadas, inclusive Tyromyces sp. que nos demais meios

de cultivo apresentou um crescimento mais rapido.

Figura 12. Halos formados por Agaricomycetes em meio com verde de malaquita apds 5

dias de crescimento. Auricularia sp. (A) e aspecto do verso da cultura (B); L. crinitus (C) e
verso da cultura (D); Coriolopsis sp. (E) verso da cultura (F); Tyromyces sp. (G); verso da

cultura (H).

5.3.CULTIVO SUBMERSO
5.3.1. Atividade Enzimética

A partir dos resultados positivos para producdo de enzimas lignoliticas foi
realizado cultivo submerso com L. crinitus, Coriolopsis sp. e Auricularia sp. A cada
dois dias foram coletados extratos enzimatico brutos, dos quais se avaliou a atividade

das ligninases.
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No cultivo submerso, a expressao de Lip foi baixa nas trés linhagens. Auricularia
sp. obteve a maior atividade (0,0022 Ul/mL) no 14° dia de cultivo, seguido por L.
crinitus com 0,00083 Ul/mL. Para Coriolopsis sp. a maior producao de Lip foi de
0,0005 Ul/mL no 10° dia de cultivo (Figura 13A). Na Tabela 7 estdo listados
macrofungos que em cultivo submerso também apresentaram baixa producgéo de LiP.
Outros autores relatam a auséncia de LiP em cultivos submersos realizados com P.
ostreatus e Phanerochaete flavidoalba (Cooke) S.S. Rattan (BLANQUEZ et al., 2002;
HOU et al., 2004).

A atividade enzimética da MnP foi observada nas trés linhagens, sendo que
Coriolopsis sp. apresentou a concentragao mais alta (26,61 Ul/mL). L. crinitus teve
seu pico de producao no 2° dia (1,03 Ul/mL), a partir do 6° dia a producao desta enzima
nao foi detectavel neste fungo (Figura 13C). Auricularia sp. obteve a maior atividade
de MnP no 14° dia (1,02 Ul/mL).

Observando a Figura 13B, a atividade das peroxidases totais foi maior em
Coriolopsis sp. (20,22 Ul/mL), atingindo o pico de atividade no 8° dia. Enquanto que
Auricularia sp. (4, 68 Ul/mL) e L. crinitus (2, 26 Ul/mL) tiveram uma baixa atividade

desta enzima.

A expressao de OAYV foi baixa nas trés linhagens (Figura 13D). L. crinitus teve
a maior atividade dentre os fungos avaliados (0,60UlI/mL). Para Auricularia sp., 0 pico
de atividade desta enzima foi no 2° dia (0,18 Ul/mL), ndo sendo detectavel nos dias
posteriores. Para Coriolopsis sp. a maior atividade foi de 0,049 Ul/mL. A baixa
atividade de OAV também foi descrita por Moreira (2012), onde ndo houve expressao
desta enzima por Lentinus bertieri (Fr.) Fr., Lentinus villosus Klotzsch e Trametes

villosa (Sw.) Kreisel cultivados em meio liquido com corante reativo.

As maiores atividades enzimaticas detectadas estiveram relacionadas a
producdo de lacase. Coriolopsis sp. produziu 567,14 Ul/mL, no 8° dia. L. crinitus e
Auricularia sp. produziram 55,19 Ul/mL e 62,44 Ul/mL, ambos no 10° dia de cultivo
(Figura 14). Na Tabela 7 estéo listadas as atividades enzimaticas de outras linhagens

em diferentes meios de cultivo.
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Figura 14. Perfil de secregdo de lacases durante o cultivo
liquido de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e Lentinus crinitus.

5.3.2. Variacao das concentracdes de biomassa e pH durante os cultivos de L.

crinitus, Coriolopsis sp. e Auricularia sp.

Com relacéo aos valores de pH, o cultivo de Coriolopsis sp. apresentou uma
oscilacdo entre 3,6 e 6,8. Quanto ao crescimento micelial os maiores valores de
biomassa foram encontrados no 10° dia de cultivo (13,1 g/L), com posterior queda,
apresentando no 12° dia 6,9 g/L (Figura 15A). Os valores encontrados para L. crinitus
foram semelhantes, no 10° dia de cultivo (10,7 g/L) foi obtido o maior valor de
biomassa com diminui¢ao a partir do 12° dia (6, O g/L). Quanto ao pH inicial do cultivo
de L. crinitus, observa-se uma variacdo entre 4,6 e 5, entretanto no 14° dia o pH do

meio atingiu 7,4 (Figura 15B).

O cultivo de Auricularia sp. por outro lado apresentou pH inicial de 4,6
permanecendo com o pH na faixa de 5,0 ao longo dos dias de cultivo. Em relacéo a
biomassa os valores foram inferiores aos das outras linhagens. No 8° (5, 1 g/L) dia foi

obtido o maior valor de biomassa (Figura 15C).



Tabela 7. Atividade enzimética de fungos lignoceluloliticos em cultivo liquido.
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Enzima Fungo Substrato Atividade Referéncias
Auricularia sp. Batata-dextrose 62,44 Ul/mL Neste trabalho
Lacase Coriolopsis sp. Batata-dextrose 567,14 Ul/mL Neste trabalho
L. crinitus Batata-dextrose 55,19 Ul/mL Neste trabalho
A Auricularia sp. Batata-dextrose 1,02 Ul/mL Neste trabalho
Mang.e(\jnes Coriolopsis sp. Batata-dextrose 26,61 Ul/mL Neste trabalho
peroxidase L. crinitus Batata-dextrose 1,03 Ul/mL Neste trabalho
Auricularia sp. Batata-dextrose 0,0022 Ul/mL Neste trabalho
Lignina Peroxidase Coriolopsis sp. Batata-dextrose 0,0005 Ul/mL Neste trabalho
L. crinitus Batata-dextrose 0,00083 UI/mL Neste trabalho
Auricularia sp. Serragem 80,57 Ul/mL Bodke; Senthilarasu; Raghukumar (2012)
Lentinus squarrosulus Mont.: Palha de arroz 593,8 Ul/mL Mukhopadhyay; Banerjee (2015)
L. squarrosulus Talos de milho 43,92 Ul/mL Isikhuemhen et al. (2012)
Lacase Lentinus edodes (Berk.) Pegler Batata-dextrose 30,88 Ul/ mL Fen et al. (2014)
Lentinus polychrous Lev. Batata-dextrose 145 Ul/ mL Ratanapongleka; Phetsom (2014)
Coriolopsis byrsina (Mont.) Ryv Folha de Carvalho 6, 2 Ul/mL Marcinkev et al. (2013)
Coriolopsis floccosa (Jungh.) Ryv. Espiga de milho 60 Ul/mL Chaurasia et al. (2013)
Pleurotus pulmonarius (Fr.) Qué Casca de laranja 12,2 Ul/mL Inacio et al. (2015)
Coriolopsis gallica (Fr.) Ryv. Oleo de azeite 0, 271Ul/mL Daéssi et al. (2014)
. Trametes versicolor (L.:Fr.) Pillat Batata-dextrose 0,27Ul/mL Jayasinghe et al. (2008)
;')\Aeilggi?jnaesse Gloeophyllum striatum (Fr.) Murrill Palha de arroz 590,3 Ul/mL Baptista et al. (2015)
L. squarrosulus Bagaco de cana 15,40 Ul/mL Isikhuemhen et al. (2012)
Lentinus edodes Bagaco de cana 759,72 Ul/mL Dong et al. (2013)
Agaricus blazei Murrill. Bagaco de cana 0,0083 Ul/ mL Silva (2007)
Lignina Peroxidase Coriglopsis gallica Oleo de azeite 11 Ul/mL Daéassi et al. (2014)
Lentinus boryana (Berk. & Mont.) Peg. Socarean 0 Ul/ mL Hermann (2011)
Lentinus edodes Bagaco de cana 1,90 Ul/mL Rabonato et al. (2015)
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Figura 15. Variacdo dos valores de pH e biomassa micelial de Coriolopsis sp. (A), L.

crinitus (B) e Auricularia sp. (C). Os valores correspondem a média de seis replicatas.

5.4.CULTIVO EM ESTADO SOLIDO (CES)
5.4.1. Atividade Enzimatica

Foram realizados dois cultivos utilizando-se as seragens de marupa e cajui
como substrato. Os dados correspondem a valores médios de quatro repeticdes. Os

valores das atividades enzimaticas estao representados por grama de substrato seco.

Das trés linhagens, Coriolopsis sp. obteve a maior atividade de MnP com picos
de atividade no 8° dia no substrato marupa (20,66 Ul/g) e cajui (18,67 Ul/g), com
decréscimo de atividade nos dias posteriores (Figura 16A). Para L. crinitus a atividade
desta enzima foi baixa tanto no cultivo com substrato marupa (0,23 Ul/g) quanto no

cajui (0,20 Ul/g). De modo similar a maxima atividade de MnP obtida por Auricularia
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sp. no cultivo em marupéa (0,07 Ul/g) e cajui (0,16 Ul/g) também foi baixa (Figura 16
C). Segundo Kadimaliev (2003), as mudancas na atividade de peroxidases pelos
fungos, durante o cultivo em estado solido, sdo diretamente afetadas pelo tipo de

serragem utilizada.

Quanto a producéao de LiP, as trés linhagens tiveram uma baixa atividade. Para
Coriolopsis sp., 0 melhor substrato foi marupa (0,04 Ul/g), em cajui a maior atividade
deste fungo ocorreu na segunda semana com 0,011 Ul/g (Figura 16D). A atividade de
Auricularia sp. no substrato cajui (0,016 UI/g) foi superior a de marupa (0,001 Ul/g).
Para L. crinitus o melhor substrato foi marupa (0,003 Ul/g) com atividade um pouco
menor em cajui (0,001 Ul/g) (Figura 16E). Tanto Auricularia sp. e L. crinitis tiveram
sua maior atividade no 12° dia. Conceicédo (2010) cultivou diferentes Agaricomycetes
em residuos agroflorestais, detectando baixa ou nenhuma atividade LiP, corroborando
os resultados encontrados. A LiP é um catalizador primario na deslignificacdo
fungicas, entretanto sua producdo é restrita a alguns fungos. A expressédo desta
enzima pelos fungos de degradacao branca ocorre somente durante seu metabolismo
secundario, mediante a deplecdo de certos nutrientes como nitrogénio, carbono e
enxofre (KIRK; FARRELL, 1987).

O nivel maximo detectado de OAV foi em L. crinitus no substrato marupa (5,67
Ul/g), em cajui o pico de atividade desta linhagem foi apenas 0,1 Ul/g, no 2° dia de
cultivo (Figura 17C). Para Coriolopsis sp. a expressao de OAV, foi superior em marupa
(0,92 Ul/g). A atividade de OAV, de Auricularia sp. no substrato cajui (0,28 U/qg)
apresentou maior atividade no 2° dia, a partir do 8° dia a producéo de OAV néo foi
detectada. Quando cultivado em marupa a atividade desta oxidase foi de 0,068 Ul/g
(Figura 17A; 17B). A atividade de Peroxidases totais foi superior no substrato marupa
para Auricularia sp. (16,5 U/g), Coriolopsis sp. (11,9 Ul/g) e L. crinitus (6,9 Ul/g). No
cultivo com cajui, a maior atividade foi de Coriolopsis sp. (10,62 Ul/g), seguida por
Auricularia sp. (6,1 Ul/g) e L. crinitus (2,2 Ul/g) (Figura 17D; 17F).

As maiores atividades enzimaticas estiveram relacionadas a producdo de
lacase. As linhagens de Auricularia sp. (502,7 Ul/g), Coriolopsis sp. (402 Ul/g) e L.
crinitus (194,2 Ul/g) obtiveram maior atividade desta enzima no cultivo com marupa
(Figura 18).
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Figura 16. Valores médios da atividade de manganés peroxidases (MnP) (A, B, C) e lignina peroxidase (LiP) (C, D, E)
obtidos nos cultivos em estado sélido pelos fungos Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus. Utilizou-se meio de cultivo

formulado com serragens de marupa e cajui.
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68

Auricularia sp.

A Coriolopsis sp. B
= 500 5 600
) %500
§4oo S 400
g 300 © 300
% 200 E 200
2 100 'S 100
Z o < 9
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
C L. crinitus
2 250
-]
o 200
©
—
o 150
©
2 100
3
2 50
< o

0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (dias)

—8— Marupd —@— Cajui

Figura 18. Valores médios da atividade de lacase (Lac) (A, B, C) obtidos nos cultivos em
estado sélido de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus com meios formulados com

serragens de marupa e cajui.

As atividades de lacase encontradas sao superiores as observadas para outros
fungos da podriddo branca, Trametes trogii em CES com substrato composto por
aparas de madeira produziu 100 Ul/g enquanto P. ostreatus em CES com bagaco de
cana produziu 167 Ul/g (KARP et al., 2012; ZENG et al., 2011). No cultivo formulado
com serragem cajui, a atividade de lacase foi superior em Coriolopsis sp. (240 Ul/g),
com picos de atividade entre o 6° e 8° dia (Figura 18). Para Auricularia sp. a maior
atividade de lacase foi de 170,8 Ul/g, enquanto L. crinitus atingiu a atividade maxima
no 4° dia (47,5 Ul/g). Na Tabela 8 estdo descritos alguns Agaricomyctes cultivados

em diferentes substratos visando a producéo enzimatica.

Os Agaricomycetes produzem enzimas ligninoliticas de forma constitutiva,

sendo que os niveis de produ¢édo enzimatica dependem das caracteristicas genéticas
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da espécie. Dentre as linhagens utilizadas Coriolopsis sp. e Auricularia sp.
apresentaram os melhores resultados na producéo de lacase. Além deste fator os
substratos lignocelulosico utilizados sédo determinantes na quantidade de enzimas

ligninoliticas produzidas pelos fungos de podridao branca.

Foi demonstrado que diferengas de composi¢céo e proporgao da lignina nos
substratos utilizados como meio de cultura podem influenciar na secrecéo e producéo
das ligninases fungicas (CARVALHO, 2005). Portanto, a selecédo adequada do residuo
vegetal é essencial tanto para o crescimento dos fungos quanto para sintese da
enzima alvo. A utilizacdo de residuos madeireiros representa uma alternativa
economicamente viavel agregando valor a um subproduto agroindustrial. Em estudos
realizados por Sales-Campos et al. (2008) as serragens de cajui e marupa foram
utilizadas para crescimento micelial dos cogumelos comestiveis P. ostreatus, L.
edodes e Lentinus strigosus Fr. Entretanto ainda ndo haviam sido utilizadas como
substrato para cultivo em estado soélido visando a producdo enzimatica. Outros
substratos alternativos ja foram utilizados em trabalhos sobre atividade
lignocelulolitica de macrofungos tais como: bagaco de laranja, serragem de Pinus sp.

e Eucalyptus sp., entre outros (SILVA, 2004).

No cultivo em estado sélido, todos os fungos estudados foram mais eficientes
na producdao de lacase, quando cultivado no substrato com serragem de marupa. Para
L. crinitus e Coriolopsis sp. a producdo de manganés peroxidase, lignina peroxidase
e OAV também foi superior neste substrato. Enquanto que para Auricularia sp. o
cultivo em estado sélido com serragem de cajui foi o mais indicado para expresséo de
manganés peroxidase, lignina peroxidase e OAV. No entanto, estas enzimas foram

pouco expressas tanto no cultivo submerso quanto no cultivo em estado sadlido.

5.4.2.Variacao das concentracdes de biomassa e do pH durante os cultivos de

L. crinitus, Coriolopsis sp. e Auricularia sp.

Para a obtencdo dos valores de biomassa fez-se uma curva empregando
quantidades entre 2,5 a 100 mg de micélio. No cultivo com serragem cajui houve
incremento da producaode biomassa a partir do 6° dia tanto de Coriolopsis sp. como
L. crinitus atingindo no 14° dia de cultivo 84,7 mg/g e 112,4 mg/g, respectivamente.
Percebe-se que com o aumento de biomassa ocorreu a diminuicdo do pH, no 8° dia o

pH do cultivo destas linhagens decaiu para 4, 4 e 4, 7 respectivamente.
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Tabela 8. Producado enzimatica de Agaricomycetes em diferentes substratos lignoceluloliticos, em cultivos em estado sdlido.

Enzima Fungo Substrato Atividade Referéncias
: . Marupa 502,7 Ul/g
Auricularia sp. Cajui 170,8 Ullg Neste trabalho
. . Marupé 402 Ul/g
Lac Coriolopsis sp. Cajui 240 Ullg Neste trabalho
. Marupé 194,2 Ul/g
L. crinitus Cajui 47,5 Ullg Neste trabalho
. . Marupa 0,07 Ul/g
Auricularia sp. Cajui 0,16 Ullg Neste trabalho
. . Marupa 20,66 Ul/g
MnP Coriolopsis sp. Cajui 18,67 Ullg Neste trabalho
. Marupa 0,23 Ul/g
L. crinitus Cajui 0,20 Ullg Neste trabalho
. . Marupa 0,001 Ul/g
Auricularia sp. Cajui 0,016 Ul/g Neste trabalho
. . . Marupa 0,04 Ul/g
LiP . S
i Coriolopsis sp Cajui 0,011 Ullg Neste trabalho
. Marupa 0,003 Ul/g
L. crinitus Cajui 0,001 Ullg Neste trabalho
Auricularia polytricha (Mont.) Sacc. Malte 0,009 Ul/g Levin; Papinutti, Forchiassin (2004)
Lac Coriolopsis byrsina (Mont.) Ryv. Farelo de trigo 279,02 Ul/g Goncalves (2010)
Coriolopsis caperata (Berk.) Murrill Farelo de trigo 777,83 Ullg Nandal; Sreenivas; Ramesh (2013)
Pleurotus sapidus Quél. Bagaco de cana 40, 56 Ul/g Patrick et al. (2014)
Lentinus sp. Casca de amendoim 1004 Ul/g Carvalho (2005)
MnP Lentinus edodes (Berk.) Pegler Serragem de Eucalyptus sp. 0,66 Ul/g Hermann (2011)
Pleurotus flabellatus Sacc. Vinhaca solida 11,21 Ul/g Sartori (2011)
Coriolopsis byrsina Farelo de algodéo 1,13 Ul/g Gongalves (2010)
LiP Lentinus edodes Serragem de carvalho 0,011 Ul/g Montoya; Sanchez; Levin (2014)
Lentinus strigellus Berk. Farelo de algodéo 1,14 Ul/g Gongalves (2010)
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Verificou-se 0 mesmo comportamento N0 meio com marupa para as
linhagens de Coriolopsis sp. e L. crinitus. A partir do 8° dia L. crinitus teve um
maior crescimento micelial atingindo 112 mg/g no ultimo dia de cultivo, de modo
simultaneo o pH também diminuiu para 4, 1 (Figura 19C; 19D). Com Coriolopsis
sp. 0 aumento de biomassa se iniciou a partir da segunda semana de cultivo,
com o maior rendimento no 14° dia (78,8 mg/g). Este maior crescimento micelial
acompanhou a diminuicdo gradativa do pH de cultivo, de 6,1 para pH 4 no 14°
dia (Figura 19E; 19F).

A concentragdo final de biomassa fungica € resultado direto do
crescimento celular e do metabolismo primério. Com o aumento da biomassa
ocorre a sintese de varios acidos organicos como o maldnico, o oxalico, o
fumarico, o succinico entre outros, resultando na diminuicdo do pH (TAVARES,
2006). Tal fato pode ser observado nos cutivos em estado solido de Coriolopsis
sp. e L. crinitus. Quando se compara a maxima atividade de lacase e o respectivo
valor de pH, nota-se que quanto menor o pH do meio, menor a producédo desta
enzima demonstrando que o pH do meio é um dos fatores que mais afetam a
producdo enziméatica. Em contrapartida o crescimento micelial e 0 aumento de
atividade de lacase nao estao relacionados. Isto indica que a alta producéo desta
enzima é resultado do metabolismo secundario do fungo e nédo esta associada

ao crescimento micelial, mas a um estimulo externo.

Quanto a biomassa, a maior quantidade foi obtida para Auricularia sp.
cultivada em marupa no 4° dia (78 mg/g), seguida por uma diminuicdo do
crescimento micelial. No cultivo em cajui o crescimento micelial comecou a
aumentar a partir do 6° dia atigindo seu maior valor no ultimo dia de cultivo (96,7
mg/g) ocorrendo também a diminuicdo dos valores de pH. Nota-se que para os
cultivos de Auricularia sp. em cajui, o pH do meio manteve-se préoximo a
neutralidade até o 6° dia de cultivo com pH 7, a partir da segunda semana
ocorreu uma diminuicdo progressiva chegando a 4,9 no ultimo dia (Figura 19).

No meio com serragem marupa, esta linhagem nao teve oscilacdes
bruscas de pH, variando entre pH 6 e pH 6,7 até o 6° dia de cultivo. Esta variacdo
moderada do pH pode estar relacionada ao menor metabolismo do fungo nesta

condicao de cultivo (Figura 19A; 19B).
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Figura 19. Variacdo dos valores de pH e biomassa micelial de Auricularia sp., L.

crinitus e Coriolopsis sp. cultivado em marupa (A, C, E) e cajui (B, D, F),

respectivamente. Os valores correspondem a média de quatro replicatas.
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5.5.CARACTERIZACAO DE LACASE

Para a caracterizacdo de lacase foram utilizados os extratos brutos de
Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus coletados no 8° dia do cultivo
submerso. No cultivo em estado soélido, formulado com serragem cajui utilizou-
se 0s extratos do 4°, 6° e 8° dia de L. crinitus, Coriolopsis sp. e Auricularia sp.,
respectivamente. No meio com marupa foi utilizado extratos do 6° dia para
Coriolopsis sp. e L. crinitus e 10° dia para Auricularia sp. Tais amostras foram

utilizadas devido a alta atividade de lacase.
5.5.1. Atividade de lacase em diferentes pH

A influéncia do pH foi determinada apenas para a lacase, uma vez que a
atividade das demais enzimas foi pouco significativa. Foi determinada a atividade
de lacase dos extratos obtidos, na faixa de pH de 3 - 8, utilizando os tampdes
Mc’llvaine e Acetato de sodio.

O aumento do pH, utilizando os dois tampdes, promoveu um decréscimo
nas atividades de lacases para os extratos avaliados. Nota-se que para 0s
extratos de Coriolopsis sp. obtidos das duas serragens, a atividade de lacase
apresentou maior atividade na faixa de pH compreendida entre 3 e 4,5. A partir
do pH 4,5 houve uma queda acentuada na atividade desta enzima (Figura 20A).
N&o foi encontrada atividade de lacase em pHs superiores a 6,5. Em estudo de
Carvalho (2005) a maior atividade de lacase de C. byrsina foi obtida entre pH 3,0
e 4,5 com diminuicdo da atividade enzimatica a partir do pH 5,0. Na Tabela 9
esta listado o pH 6timo de lacase para outros Agaricomycetes. Nota-se que estes
fungos também apresentaram maior atividade de lacase entre pH 2,0 — 4,5.

Com o tamp&o Mc’llvaine os extratos de L. crinitus obtidos do cultivo com
substrato cajui tiveram a maior atividade de lacase em pH 3 (160,3 Ul/g), com
diminuicdo a partir do pH 4. O mesmo foi observado no cultivo em marupa,
apesar da atividade de lacase ter sido menos expressiva (33,8 Ul/g). A partir do
pH 6 nao foi detectado atividade de lacase nesses extratos (Figura 20B).
Resultados obtidos por Carvalho (2005) com Lentinus sp. demonstraram que na
faixa pHs de 3,5 e 4,0 a atividade de lacase é superior. No entanto, quando 0s

ensaios foram realizados em pH 5,0 houve um decréscimo de 55% da atividade.
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Para Auricularia sp. a faixa de pH entre 4 e 4,5 obteve maior atividade de
lacase tanto em marupé (544 Ul/g) como em cajui (72 Ul/g). A partir do pH 7 ndo
se detectou atividade nos extratos de Auricularia sp. (Figura 20C).

Os extratos de Coriolopsis sp. (1458 Ul/g), L. crinitus (118 Ul/g) e
Auricularia sp. (69,6 Ul/g) obtidos do meio liquido obtiveram maior atividade no
pH 3, com decréscimo gradual a partir do pH 4. Nao foi detectada a atividade de
lacase a partir do pH 6,5 (Figura 21).

No tampéo acetato de sédio, a melhor atividade de lacase para Coriolopsis
sp. cultivados em cajui (466 Ul/g) e em marupa (427 Ul/g) foi em pH 4,0 (Figura
22B). As lacases de Auricularia sp. obtiveram melhor desempenho entre pH 4 e
4,5 (Figura 22A).
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Figura 20. Efeito da variagdo do pH nas atividades de lacases obtidas de extratos de
Coriolopsis sp. (A), L. crinitus (B) e Auricularia sp. (C) em cultivo em estado sdlido.

As analises foram realizadas com tampéao Mc’llvaine e ABTS como substrato.
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Em L. crinitus a atividade de lacase tanto do cultivo em cajui (63,3 U/g),
como em marupa (16, 9 Ul/g) foi melhor em pH 4 (Figura 22C). Quando o0s
ensaios foram realizados em pH 5,0 houve um decréscimo de atividade das
lacases nas trés linhagens. Na tabela 9 vé-se que outras espécies de Lentinus
também apresentaram pH 6timo entre 3,0 — 4,0.

Os extratos brutos do cultivo liquido de Auricularia sp. (73 Ul/g) e L. crinitus
(66 Ul/g) tiveram maior atividade de lacase no pH 4,5. Enquanto a atividade de
lacase de Coriolopsis sp. (1130 Ul/g) foi melhor em pH 4 (Figura 23).

Considerando que os efluentes téxteis com corantes normalmente
apresentam pH alcalino é necessario que as enzimas utlizadas para a
biorremediagdo apresentem atividade nesta condigdo. Entretanto as maiores
atividades de lacase sdo obtidas em pH acido (Tabela 9). Deste modo uma
alternativa seria uso desta enzima na forma imobilizada, visto que em
experimento com lacase livre o pH étimo foi 4,0, enquanto que imobilzada o pH
otimo foi acima de 7,0 (PACHECO; SOARES, 2014).
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Figura 21. Efeito da variagéo do pH nas atividades de lacases obtidas de extratos de
Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus em cultivo liquido. As analises foram

realizadas com tampéao Mc’llvaine e ABTS como substrato.
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Figura 23. Efeito do pH na atividade de lacases obtidas de extratos de Auricularia sp.,

Coriolopsis sp. e L. crinitus em cultivo liquido. As analises foram realizadas com tampéao

Acetato de sédio e ABTS como substrato.



Tabela 9. Macrofungos com diferentes pH's 6timos.
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Tampao Fungo pH Otimo Referéncias
Cultivo em estado sdlido/ cajui Neste trabalho
L. crinitus 3,0 Neste trabalho
Auricularia sp. 4,0 Neste trabalho
Coriolopsis sp. 4,0 Neste trabalho
Cultivo em estado sdlido/ marupa Neste trabalho
T L. crinitus 3,0 Neste trabalho
Mc’llvaine . .
Auricularia sp. 4,0 Neste trabalho
Coriolopsis sp. 40-45 Neste trabalho
Cultivo submerso Neste trabalho
L. crinitus 3,0 Neste trabalho
Auricularia sp. 3,0 Neste trabalho
Coriolopsis sp. 3,0 Neste trabalho
Cultivo em estado sélido/ cajui Neste trabalho
L. crinitus 4,0 Neste trabalho
Auricularia sp. 4,0 Neste trabalho
Coriolopsis sp. 4,0 Neste trabalho
Cultivo em estado sdlido/ marupa Neste trabalho
Acetato de sédio L. c_rinitu; 4,0 Neste trabalho
Auricularia sp. 4,0-4,5 Neste trabalho
Coriolopsis sp. 4,0 Neste trabalho
Cultivo submerso Neste trabalho
L. crinitus 4,5 Neste trabalho
Auricularia sp. 4,5 Neste trabalho
Coriolopsis sp. 4,0 Neste trabalho
Citrato-NaOH Coriolopsis byrsina 3,5 Carvalho, (2005)
Citrato-NaOH Lentinus sp. 3,5-4,0 Carvalho, (2005)
Malonato-sédio Lentinus strigellus Berk. 3,0 Gomes et al. (2009)
Fosfato de sddio-Acido citrico Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm 3,3 Bettin, (2010)
Acetato de sédio Trametes pubescens (Schum.) Pilat 2,0-4,0 Gonzalez et al. (2013)
----------- Trametes hirsuta (Wulfen) Pilat. 4,0 Orozco-Rocha et al. (2013)

Fosfato de sddio-acido citrico Trametes versicolor (L.) Lloyd 4,5 Touahar et al. (2014)
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5.5.2. Temperatura

As lacases de Coriolopsis sp. e Auricularia sp. obtidas do cultivo em estado
sélido apresentaram maior atividade a 45°C, esta mesma temperatura foi o ideal para
as lacases produzidas por Trametes trogii, conforme listado na Tabela 10. Nota-se
que a atividade enzimatica para estes fungos aumentou conforme a elevacdo da
temperatura. Outros fungos apresentam atividade 6tima acima dos 45 °C, como o P.
sapidus e T. pubescens com uma atividade maxima de lacase a 50 °C. Para
Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst. usando como substrato ABTS e Phlebia brevispora
Nakasone a atividade maxima de lacase foi a 80 °C e 70 °C, respectivamente (Tabela
10).

As lacases de L. crinitus do cultivo em estados sélido no substrato cajui e
marupa tem maxima atividade a 40 °C e 35 °C, respectivamente (Figura 25B). Estas
temperaturas também foram reportadas como ideais para lacases de Coriolopsis
floccosa e Pleurotus ostreatus (Tabela 10).

No cultivo liquido a melhor temperatura foi de 45°C para Coriolopsis sp. (1033
Ul/mL), L. crinitus (52,1 Ul/mL) e Auricularia sp. (29 Ul/mL) (Figura 24). A temperatura
Otima € um fator que influéncia a atividade da lacase podendo variar conforme a
espécie e com o substrato utilizado (ALVES, 2011). As temperaturas listadas na
Tabela 10 evidenciam a ampla faixa de temperaturas que favorecem a atividade desta
enzima. De acordo com a literatura a temperatura 6tima da maioria das lacases
encontra-se no limite 25 °C — 80 °C (ALVES, 2011).

E 1200
§ 800 4 —— L. crinitus
§ 600 - —4— Auricularia sp.
E 400 e cor _
g 2001 iolopsis sp.
2 0 ———————f——8%
< 28 30 35 40 45
Temperatura °C

Figura 24. Efeito da temperatura na atividade de lacases obtidas de extratos de Auricularia
sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus em cultivo liquido. As analises foram realizadas com tampao

Acetato de s6dio e ABTS como substrato.
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Figura 25. Efeito da temperatura na atividade de lacases obtidas de extratos de

crescimento de Auricularia sp., Coriolopsis sp. e L. crinitus em cultivo sélido. As analises

foram realizadas com tampéo Acetato de sédio e ABTS como substrato.



Tabela 10. Temperatura 6tima de lacase.
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Fungo Substrato Temperatura °C Referéncias
Cajui

L. crinitus ABTS 40 Neste trabalho
Auricularia sp. ABTS 45 Neste trabalho
Coriolopsis sp. ABTS 45 Neste trabalho
Marupé

L. crinitus ABTS 35 Neste trabalho
Auricularia sp. ABTS 45 Neste trabalho
Coriolopsis sp. ABTS 45 Neste trabalho
Cultivo submerso

L. crinitus ABTS 45 Neste trabalho
Auricularia sp. ABTS 45 Neste trabalho
Coriolopsis sp. ABTS 45 Neste trabalho
Auricularia auricula (Hook.) Underw ~ —meeeeee 50 °C Li-ming et al. (2010)
Cerrena sp. ABTS 55°C Yang (2013)
Coriolopsis floccosa (Jungh.) Ryv. DMP 40 °C Chaurasia et al. (2013)
Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst. ABTS 80 °C Park e Park (2014)
Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. ABTS 50 °C Kumar et al. (2015)
Phlebia brevispora Nakasone DMP 60 - 70 °C Fonseca et al. (2015)
Phlebia rufa (Pers.) ABTS 65 °C Alves (2011)
Pleurotus sapidus Quél. ABTS 50 °C Salem (2014)
Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm SGZ 30-40°C Othman et al. (2014)
Trametes sp. DMP 60 °C Daéassi et al. (2014)
Trametes pubescens (Schum.) Pilat ABTS 50 °C Si, Peng, Cui (2013)
Trametes trogii Berk. ABTS 45 °C Yan et al. (2014)
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5.5.3. Termoestabilidade

Em baixas temperaturas, as reacdes sao mais lentas devido a queda da energia
cinética do sistema, a medida que a temperatura se eleva ocorre o aumento na
velocidade de reacdo. Como efeito adverso, a molécula absorve excesso de energia
resultando no rompimento da estrutura terciaria da enzima e perda da atividade
catalitica. Neste sentido a velocidade de reacéo e velocidade de desnaturacdo séo
efeitos opostos da elevacdo da temperatura (GOMES et al., 2006), sendo essencial
avaliar o comportamento da enzima frente a estas variagcbes. Os nove extratos
brutos de lacase foram avaliados em relag&o ao efeito da temperatura ao longo de 72
horas. Foram avaliados nos pH’s ideais obtidos anteriormente, em tampao Acetato de
sodio e Mc’llvaine.

As temperaturas de 35 °C, 40 °C e 45 °C em 72h de incubacao
propiciaram o aumento da atividade de lacase obtidas do extrato de Coriolopsis sp.
(Figura 26B). As lacase de Coriolopsis sp. obtidas em meio com cajui apresentaram
baixa estabilidade visto que em 30°C, 40°C e 45°C a atividade diminui
progressivamente (Figura 26A).

Verifica-se que as lacases de L. crinitus sdo sensiveis a temperatura, apos 6h
ocorreu uma queda acentuada na atividade enziméatica desta enzima quando mantida
a 30 °C (30%), 35 °C (31%), 40 °C (60%) e 45 °C (17%) (Figura 27B). As lacases
obtidas de L. crinitus em meio com cajui mantiveram atividade até 24h, seguida de
diminuicdo gradual (Figura 27A). Resultados semelhantes foram obtidos com lacases
de Trametes galica (Fr.) Fr. e A. blazei, onde a atividade enzimatica sofreu uma
diminuicao brusca a 60°C (ULLRICH et al., 2005)

Na linhagem de Auricularia sp. as lacases dos dois substratos apresentaram
um perfil de atividade similar. Para as temperaturas de 35 °C, 40 °C e 45 °C o pico de
atividade ocorreu apés 24h de incubacdo. Para as lacases obtida do cultivo em
substrato cajui, atividade enzimatica diminui nas temperaturas de 35°C (50%), 40°C
(70%) e 45°C (80%), apds 72h de incubacé&o. Por outro lado as lacases de Auricularia
sp. obtidas do meio com serragem marupa incubadas em 30 °C e 35 °C néo tiveram
uma grande diminuicdo de atividade, diferente das lacases incubadas a 40 °C (80%)

e 45°C (95%) que apés 72h foram praticamente inativadas (Figura 27C; 27D).
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Figura 26. Termoestabilidade de lacases de Coriolopsis sp. a 30, 35, 40 e 45°C apos
72 h, utilizando ABTS como substrato em tampéo acetato, pH 4. Extrato bruto de lacase
obtidas em meio com serragem cajui (A). Extrato bruto de lacase obtidas do cultivo em
estado solido com substrato marupa (B). Os valores correspondem a média de trés

replicatas e as barras ao desvio padréo.
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Figura 27. Termoestabilidade do extrato de lacases a 30, 35, 40 e 45°C apdés 72 h, utilizando ABTS como substrato em
tampao Acetato de sddio, pH 4. Extrato bruto de lacase de L. crinitus obtidas em meio com Cajui (A) e Marupéa (B).
Extrato bruto de lacase de Auricularia sp. obtidas em meio com cajui (C) e marupé (D). Os valores correspondem a

média de trés replicatas.
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As lacases de L. crinitus de cultivo liquido apresentaram baixa
estabilidade, apdés 6 h de incubacdo a perda de atividade foi de cerca de 75%
em todas as temperaturas testadas. A partir de 48h houve perda total de
atividade da lacase mantida em 30 °C. Com 72 h as enzimas incubadas em 35
°C, 40 °C e 45 °C também foram inativadas. As lacase de Auricularia sp. com 6h
de incubacé&o diminuiram sua atividade cerca de 70%. As lacases de Coriolopsis
Sp. apresentaram maior estabilidade, sendo que em 30 °C a atividade aumentou
70% apbs 72 h de incubacdo. Nas temperaturas de 35 °C, 40 °C e 45 °C a
atividade diminuiu com perda de 8%, 64% e 70% da atividade catalitica apos 72
h (Figura 28).
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Figura 28. Termoestabilidade do extrato de lacases a 30, 35, 40 e 45°C apo0s
utilizando ABTS como substrato em tampao Acetato de sédio. Extrato bruto de lacase
de cultivo liquido de Coriolopsis sp. (A), L. crinitus (B) e Auricularia sp. (C). Os valores

correspondem a média de trés replicatas.
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A estabilidade térmica de lacase foi avaliada utilizando as mesmas
amostras acima, entretanto com tampao Mc’llvaine.

As lacases de Coriolopsis sp. obtidas em meio com cajui e marupa tiveram
comportamento distintos (Figura 29). As lacases de cajui diminuiram sua
atividade catalitica cerca de 80% apds 6h de incubacdo em 30°C, 35°C e 45°C.
Para a temperatura de 45°C a diminui¢do da atividade enzimatica foi de 95%. Os
extratos brutos de lacase obtidas do cultivo com substrato marupa diminuiram
gradualmente apds 72h de incubacéo em 35°C (66 %) e 45 °C (98 %). Entretanto
no mesmo periodo verificou-se aumento de atividade de lacase incubadas a 30
°C e 40 °C.

Enguanto que Auricularia sp. apresentou pico de atividade de lacase em
todas as temperaturas com 6h de incubacao, posteriormente houve decréscimo
de atividade (Figura 30A; 30B).

Verificou-se que as lacase de L. crinitus obtidas em marupa e cajui tem
pouca estabilidade térmica, visto que a atividade catalitica caiu a partir de 6h de
incubacédo, exceto para as enzimas incubadas a 30°C, que aumentaram a
atividade apds 48h (Figura 30C; 30D).
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Figura 29. Termoestabilidade de lacases de Coriolopsis sp. a 30, 35, 40 e 45°C apos
72 h, utilizando ABTS como substrato tampdes Mc'llvaine, pH 4. Extrato bruto de lacase
obtidas em meio com Cajui (A). Extrato bruto de lacase obtidas em meio com Marupa

(B). Os valores correspondem a média de trés replicatas.
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Figura 30. Termoestabilidade do extrato de lacases a 30,35, 40 e 45°C ap0s 72 h, utilizando ABTS como substrato em tampéao

Mc’llvaine. Extrato bruto de lacase de Auricularia sp. obtidas em meio com Cajui (A) e Marupa (B). Extrato bruto de lacase de L. crinitus

obtidas em meio com Cajui (C) e Marupa (D). Os valores correspondem a média de trés replicatas.
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No cultivo liquido as lacases de L. crinitus e Auricularia sp. mostraram-se pouco
estaveis, visto que as amostras expostas as temperaturas (30, 35, 40 e 45 °C)
perderam 100% de sua atividade apés 72h de incubacédo (Figura 31). Somente, as
lacases de Coriolopsis sp. mantiveram cerca de 30% de sua atividade ap0s 72h
guando incubados em 40 °C e 45 °C, enquanto que as lacase incubadas a 35 °C
mantiveram valores de atividade préximos a 100% apds 24h de incubacéo.

A B
< 120 - < 120 4
$ 100 1 o / E 100
T 80 - = 80 -
© \ \/ <
o 60 1 - 2 60 -
o o
& 40 - 3 40 -
= he
S 20 - S 20 A
< 0 T T T T 1 < 0 T T T T —
Oh 6h 24h  48h 72h Oh 6h 24h 48h 72h
Tempo (horas
Tempo (horas) po ( )

X

© 120 - C

T

> 100 A

& 80

o

o 60 -

8 40 -

=

2> 201

< 0 = —

Oh 6h 24h 48h 72h
Tempo (horas)
—0— 30°C —A— 35°C —¢— 40°C 45°C

Figura 31. Termoestabilidade do extrato de lacases a 30, 35, 40 e 45°C apos 72 h,
utilizando ABTS como substrato em tampao Mc’llvaine. Extrato bruto de lacase de cultivo
liguido de Coriolopsis sp. (A), L. crinitus (B) e Auricularia sp. (C). Os valores correspondem

a média de trés replicatas.
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5.5.4. SDS-PAGE

Foram coletadas amostras do 6°, 8° e 4° dia de Coriolopsis sp., Auricularia sp.
e L. crinitus crescendo em cultivo com serragens de cajui. No meio com marupa foi
utilizado extratos do 6° dia para Coriolopsis sp. e L. crinitus e do 10° dia para
Auricularia sp. Enquanto do cultivo submerso selecionou-se os extratos brutos do 8°
dia dos trés fungos. Na Figura 32 sdo apresentados os géis utilizados para determinar
a massa molar de lacases das amostras.

O perfil de lacases foi analisado usando SDS-PAGE, demostrando a presenca
de multiplas bandas. As amostras de Auricularia sp. do cultivo em cajui, formaram
duas bandas que correspondem a posi¢ao no gel de proteinas com massas molecular
de aproximadamente 37 e 100 kD. Obteve-se uma banda correspondente ao valor de
massa molar de 20 kDa das lacases de Auricularia sp. cultivadas em marupa. As
amostras de Coriolopsis sp. e Auricularia sp. obtidas de cajui e marupa apresentaram
lacases com massa molar diferente. As lacases de L. crinitus formaram bandas

préximo a 37 kDa (Figura 32).

A maioria das lacases apresenta massa molar entre 60-100 kDa. Entretanto,
como observado neste estudo, os Agaricomycetes testados também podem produzir
lacases com baixa massa molar (<45 kDa). Segundo Songulashvili et al. (2008),
resultados similares foram encontrados com Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. (43
e 56 kDa) e Pleurotus eryngii (DC.) Quél. (34 kDa). A variacdo no tamanho de lacase
esta relacionado com o grau de glicosilacdo da proteina (BABU; PINNAMANENI;
KOONA 2012).

A presenca de bandas espessas foi observada na amostra do cultivo submerso
de Coriolopsis sp. (Figura 32B). As amostras utilizadas sao extratos brutos, e portanto,
as enzimas néo foram purificadas ou concentradas o que pode ter compremetido a
qualidade do gel. Notou-se a formacéo de duas bandas com massa molar relativas
entre 20 kDa e 37 kDa no cultivo de L. crinitus (Figura 33). Em estudos de Niebsch
(2009) a massa molar de lacases obtidas de L. crinitus cultivado em meio minimo

liquido € correspondente a 41 kDa.
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Figura 32. Perfil da atividade de lacases obtidas de cultivo sélido (A) e cultivo
submerso (B), separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e revelada com
ABTS. No gel proveniente do cultivo sélido em cajui, 0os nimeros de 2 a 4 representam
as linhagens de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus. E os nUmeros de 5 a 7
representam as mesmas linhagens cultivadas em marupa. No gel de cultivo liquido os
numeros de 2 a 4 representam as linhagens de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L.
crinitus. O namero 1 de cada gel corresponde ao marcador de massa molar.

5.6. DEGRADACAO DE CORANTES

Para os testes de descoloragao foram utilizados os extratos brutos de lacases
obtidos no cultivo submerso (CS) e no cultivo em estado sélido (CES). No cultivo
submerso foram utilizados extratos de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus. No
cultivo em estado solido, foram utilizados extratos brutos de Coriolopsis sp.,
Auricularia sp. e L. crinitus cultivados em substrato formulado com marupa. Estas

amostras foram as mesmas empregados na caracterizacao parcial de lacase.

Para os testes de descoloracdo foram utilizados 23 corantes, divididos com
base na estrutura quimica do grupo croméforo, 5 s&o antraquinonas, 8 sao
trifenilmetanos e 10 sdo azocorantes. A Figura 35A mostra os resultados dos ensaios
de descoloracdo de corantes trifenilmetanos por lacase de Coriolopsis sp. obtidas do
cultivo submerso, onde o corante Brilliant Green (5%) foi degradado. Nota-se a

diminuicdo gradativa da absorbancia ao longo do tempo, indicando a remocéo deste
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corante da solucdo, em placa observou-se a modificagédo da cor quando comparado
ao controle (Figura 33). Enquanto os demais corantes nao foram degradados.

Apés a acdo das lacases de Coriolopsis sp. (CES) ocorreu uma diminuicdo
moderada da absorbancia dos corantes Phenol red (64%), Metil violeta (78%), Gentil
violet (68%) e Brillant green, entretanto a modificacdo da cor em placa foi observada
apenas para o corante Brillant green (Figura 35B).

Figura 33. Degradacao de corantes apés 24 h em presenca de 5 U/mL de lacases de
Coriolopsis sp. (CS). Placa controle (A); Mudanga no aspecto do corante Acid blue (a 1;

a 2; a 3) e Brilliant Green (f 4; f 5; f 6) degradados por lacase de Coriolopsis sp. -CS (B).

As lacases de Auricularia sp. (CS) e Auricularia sp. (CES) nao foram eficientes
na descoloracao dos trifenilmetanos. A diminuicdo da absorbancia de Methyl violet
(87%), Gentian Violet (81%) e Brillant green (94%) foi baixa, apds serem expostos a
extratos de Auricularia sp. (CS). Os corantes Phenol red e Comassie brillant blue nédo
foram degradados (Figura 34).

O extrato de lacases de L. crinitus (CS), foi eficiente na descoloracdo de
Bromocresol green (19%). A estrutura molecular do Bromophenol blue é semelhante
ao do Phenol red, tendo como diferenca a presenca de atomos de bromo. Entretanto
quando tratados pelo mesmo extrato enzimatico apenas Bromophenol blue (15%)
descoloriu (Figura 35C; Figura 35D). Presume-se que as diferencas de distribuicéo
eletrbnica, densidade de cargas, natureza e posi¢cdo dos substituintes em um dos
anéis aromaticos podem influenciar a descoloragcédo. Os corantes Methyl violet (79%)
e Gentian Violet (64%) foram pouco degradados por lacases de L. crinitus (CES).
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Verifica-se na Figura 34 que os corantes Bromophenol blue, Bromocresol green
e Malachile green tiveram um aumento da absorbancia mesmo apo0s o tratamento
enzimatico, tal fato indica a formacé&o de produtos de oxidacdo que absorvem luz nesta
regido do espectro. Em estudos de degradacdo de RBBR por peroxidases também
houve aumento de absorbancia (SILVA et al.,, 2012). Zanella (2014), associa o
aumento da absorbancia da solugcdo com corante carmim apds o tratamento
enzimatico, com a formacéao de precipitado em alguns ensaios.

Aproximadamente metade dos corantes utilizados na industria téxtil séo
azocorantes. Sao considerados recalcitrantes a degradacédo microbiolégica e de alta
toxicidades para biota aquatica, sendo descrito como cancerigeno para seres
humanos. Em testes de toxicidade os corantes azo inibiram o crescimento do
Tetrahymena pyriformis, além de modificarem as dimensdes deste protozoario
(FONSECA et al., 2004).
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Figura 34. Diminuicdo da absorbancia de corantes do grupo Trifeniimetano ao longo de

24 horas por extratos de lacase de Auricularia sp. (CS) (A) e Auricularia sp. (CES) (B).
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Os extratos de lacase nao foram eficientes na degradacdo dos
azocorantes, pois ndo se observou a modificacdo no aspecto do corante em
placa, além de ndo haver diminuicdo da absorbancia. Exceto para o corante
Congo red, onde apds tratamento enzimatico com lacases de Auricularia sp. (CS)
e L. crinitus (CS), nota-se a diminui¢cao da absorbancia (Figura 37A; Figura 37C).
Foi possivel verificar em placa a alteracdo da cor, confirmando a degradacéo
(Figura 36). As lacases de Lentinus Polychrous Lév. removeram 75% do corante
do corante Congo red (SUWANNAWONG; KHAMMUANG; SARNTHIMA, 2010).

Figura 36. Degradacdo do azocorante por lacases de Auricularia sp. - CS e L. crinitus -
CS (C). No Controle foi adicionado apenas corante e agua (A). Nota-se modificagdes no
corante Corante Congo red ap6s 24 h na presenca de 5 U/mL de Auricularia sp. - CS (B),
L. crinitus - CS (C) quando comparados ao controle.

Carvalho (2005) obteve uma descoloracdo de 30% do azocorante
Reactive Red por lacase de Lentinus sp. Em experimentos com Phanerochaete
sordida (P. Karst.) Erikss. & Ryv. obteve 90,6% de descoloragdo em 7 dias de

tratamento.

A variacdo estrutural dos corantes assim como a sua concentragdo em

solucdo sao fatores que interferem na degradacdo. Para alguns corantes é
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necessario que estes primeiramente sejam adsorvidos pelas hifas para depois
ocorrer a degradacao. No presente trabalho a descoloracdo néo esta relacionada
a adsorcao do corante, uma vez que foi utilizado nos experimentos apenas o
extrato enzimatico bruto, livre de biomassa fungica. Deve-se destacar que as
amostras de enzimas utilizadas nos testes ndo foram concentradas ou
purificadas como na maioria dos trabalhos realizados em descoloragdo (HOU et
al., 2004).

A absorbancia dos azocorantes aumentou mesmo apds o tratamento
enzimatico. Provavelmente houve a formag¢do de produtos de oxidacdo que

absorvem nesta regido do espectro.
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Figura 37. Diminuicdo da absorbancia de corantes do grupo azo ao longo de 24 horas apos

tratamento enzimatico. Extratos de lacase de L. crinitus - CS (A), L. crinitus - CES (B).
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Os extratos de L. crinitus obtidos em cultivo liquido tiveram menor
atividade de lacase (55,19 Ul/mIt) quando comparados a Coriolopsis sp.
(567,14U1l/mlIY) e Auricularia sp. (62,44 Ul/mlY), entretanto foram os mais
eficientes na descoloracédo dos corantes da classe antraquinona. Na Figura 39
nota-se que os corantes Acid Blue 80, Remazol brillant blue, Azul Reativo Kn,
Reactive blue 220 e Acid green ap0s tratamento com lacases de L. crinitus (CS)
descoloriram quando comparados ao controle. Além disso, ao longo de 24 h o
valor de absorbancia destes corantes diminuiu, indicando a degradacao do
composto (Figura 40). No entanto ndo podemos concluir que houve

mineralizacao total, pois os produtos ndo foram submetidos a analises quimicas.

As lacases de Coriolopsis sp. (CS) descoloriram Reactive blue e Acid
green, diminuindo sua absorbancia para 61% e 66%, respectivamente (Figura
40A). Entretanto o corante mais degradado foi Acid Blue 80, o aspecto do corante
foi modificado em placa, apos 24 horas a absorbancia diminuiu para 15%. O
extrato de Coriolopsis sp. (CS) também foi eficiente na remocao deste corante.
As lacases de Auricularia sp. (CS) degradaram Reactive blue, Azul reativo kn e
Acid green com diminuigdo da absorbéncia para 34%, 38% e 47%. Auricularia
sp. (CES) degradou apenas o corante Acid bue (Figura 41). O extrato L. crinitus

(CES) néo foi eficiente na degradagcéo de nenhum corante (Figura 40D).

Figura 39. Aspecto do corantes da classe antraquinona apos 24 h sobre acdo de lacase de
L. crinitus — CS (B). No Controle foi adicionado apenas corante e 4gua (A). Nota-se que 0s
corantes Acid Blue 80 (A1; A2; A3), Remazol brillant blue (A4; A5; A6), Azul Reativo Kn (A7
A8; A9), Reactive blue 220 (A10; A11; A12) e Acid green (F1; F2; F3) sofreram modificacdes

na cor quando comparados ao controle.
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5.7. TESTE DE TOXICIDADE

A Figura 42 apresenta os resultados dos ensaios de toxicidade, realizados com
D. magna. Para este experimento foram selecionados os extratos brutos do cultivo

submerso de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus.

Na amostra com RBBR e extrato enzimético de Auricularia sp. o fator de
Toxicidade (FTd) foi 8. Para L. crinitus o FTdfoi 16 e para Coriolopsis sp. FTadfoi igual
a 32. Como controle D. magna também foi exposta a agua destilada, nestas condicbes
nao houve mortalidade. A partir destes resultados nota-se que a solugdo com maior
nivel de toxicidade foi a de Coriolopsis sp., visto que é necessério diluir a solugédo 32
vezes para que esta nao seja toxica (Figura 42). Por outro lado, a solucdo com RBBR
nao apresentou morte dos individuos a partir da concentracéo de 50% (FT=2). Tal fato
demostra que o corante puro foi menos toxico do que quando degradado pelas
enzimas fungicas. Os corantes téxteis degradados s&do convertidos em produtos
intermediarios, 0s quais, por vezes sdo mais toxicos. Deste modo a remocao da cor

de um efluente ndo pode ser interpretada como detoxificacdo (LANZER et al., 2007).
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Figura 42. Mortalidade de D. magna em func&o da diluicdo das solu¢gbes com

corante RBBR degradados por extratos enzimaticos de diferentes macrofungos.
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Além dos compostos intermediarios que podem ter sido formados apos a
degradacédo do RBBR, outros fatores podem ter influenciado na letalidade de D.
magna. O corante RBBR puro degradado por Auricularia sp. apresenta uma alteracao
dos fatores fisico-quimicos. Na diluicdo de 50%, a disponibilidade de oxigénio (OD)
caiu de 8,21 mg/L para 0,3 mg/L com queda do pH de 7,9 para 4,5. Tais fatores podem
ter contribuido para a morte de 65% dos individuos neste tratamento. Na diluicdo de
25% o OD variou de 8,63 mg/L para 1,71 mg/L, com letalidade de 15% dos individuos.
Na diluicdo de 12,5% nenhum individuo morreu apesar da variagdo do OD 8,68 mg/L
para 2,85 mg/L (Tabela 11).

Os niveis de oxigénio dissolvido sédo um fator limitante para manutenc¢éo da vida
aquatica, sendo essencial na dindmica desse ecossistema. A quantidade de oxigénio
dissolvido nos corpos de &agua € um indicador primario da qualidade desta
agua. Dentre outros fatores, a incorporacdo de quantidades significativas de matéria
organica, resultante do lancamento de efluentes tdxicos, como os rejeitos téxteis, pode
afetar a saude do ecossistema aquatico. Em muitos casos a morte de peixes em rios
contaminados € resultado da diminuicdo dos niveis de oxigénio dissolvido e né&o
necessariamente da toxicidade do efluente despejado no corpo d’agua (JANZEN;
SCHULZ; LAMON 2008).

Apesar do OD ter ocasionado o aumento das mortes de D. magna em
tratamentos especificos, é importante destacar que o experimento foi realizado em um
tempo limitado de 48 h. No meio ambiente esses efluentes poderiam causar grandes

distarbios ambientais, visto que n&o teriam tempo limite de acao.

Nas amostras de RBBR degradado por Coriolopsis sp. e L. crinitus as variagoes
fisico-quimicos foram poucas, a principio a alta toxicidade observada néo é justificada
por estes fatores, podendo estar associada a compostos intermediarios formados a

partir da degradacéo do corante.

Neste sentido fica claro que além da toxicidade dos corantes téxteis, outra
problematica associada a liberacdo destes efluentes esta relacionada a reducdo dos
teores de OD.
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Tabela 11. Aspectos fisico-quimicos da degradacdo de RBBR por lacases fungicas.

Amostras pH;i pHf ODi (mg/L) | ODf (mg/L) | Concentracéo (%)
7,83 | 7,08 8,83 8,41 Controle
763 | 7,27 8,67 7,49 100
7,85 | 8,28 8,63 8,36 50
RBER 7,79 | 8,26 8,7 8,24 25
78 | 823 8,81 8,31 12,5
783 | 82 8,65 8,3 6,25
785 | 813 8,78 8,29 3, 10
7,84 | 8,04 8,91 8,21 1,5
7,83 | 7,08 8,83 8,41 Controle
769 | 6,99 8,3 7,67 100
7,88 | 6,63 8,58 7,77 50
RBBR + Lacase de 79 795 8,69 18 25
Coriolopsis sp. 7,94 8,35 8,68 7,98 12,5
7.94 | 826 8.80 8,35 6,25
7.95 | 8,33 80,73 8,55 3,10
7.94 | 835 80,89 8,5 1,5
7,83 7,08 8,83 8,41 Controle
7,69% | 451% 8,21* 0,3* 100
764 | 6,35 8,53 6,9 50
RBER + Lacase de | 788 | 677 8,63 1,71 25
Auricularia sp. 7.64 | 6,91 8,68 2,85* 12,5
7,72 | 7,08 8,74 5,63 6,25
7.8 | 7,49 8,77 7,12 3, 10
79 | 767 8,81 7.9 1,5
7,83 | 7,08 8,83 8,41 Controle
777 | 66 8,25* 3,68 100
76 | 699 8,4+ 4,74* 20
RBBR + Lacase de 7,89 7,08 8,57 6,7 25
L. crinitus 7.68 7.77 8.38 7.79 12,5
7,69 | 7,86 8,59 8,06 6,25
77 | 794 8,52 8,25 3,10
7,71 | 8,01 8,65 8,23 15
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. CONCLUSAO

A andlise dos dados obtidos neste trabalho a partir das condi¢cdes avaliadas

permite concluir que:

e Os fungos obtiveram o maior crescimento no meio extrato de malte-agar,
entretanto os meios formulados com serragem de cajui suplementado

promoveram a maior taxa de crescimento micelial.

e O maior crescimento de Coriolopsis sp., Tyromyces sp. e L. crinitus ocorre a

35 °C e para Auricularia sp. a 30 °C.

e As linhagens de Coriolopsis sp., Auricularia sp. e L. crinitus degradaram os
corantes em placa de Petri, indicando potencial de producdo enzimatica.
Tyromyces sp. ndo formou halo em meios com acido galico, verde de malaquita

e RBBR, portanto ndo produz enzimas oxidativas.

e No cultivo submerso, a lacase foi a enzima com maior atividade no extrato

enzimatico produzido por todos os fungos testados.

¢ No cultivo em estado sélido, a maior producdo de MnP e LiP foi obtida com
Coriolopsis sp. e a maior atividade de Oxidase do Alcool Veratrilico com L.

crinitus, enquanto que Auricularia sp. apresentou a maior atividade de lacase.

e A serragem de Simarouba amara (marup&) mostrou-se o melhor substrato para
a producao de lacase. Entretanto a serragem de Anacardium spruceanum

(cajui) também mostrou-se promissora na producao das ligninases.

e Na caracterizacdo parcial, as lacase apresentaram maior atividade em pH
acido. No tampao Mc’llvaine atividade de lacase & superior no pH 3 para L.
crinitus, para Auricularia sp. os pH's mais adequados estédo entre 3 e 4 e para
Coriolopsis sp. entre 3 e 4,5. No tampé&o acetato de soédio os pH's ideais estéo

entre 4 e 4,5 para todas as linhagens de macrofungos amazonicos.

e Em relagédo a temperatura, os extratos brutos de Coriolopsis sp. e Auricularia
sp. apresentaram maior atividade de lacase a 45 °C. Enquanto que as lacase
de L. crinitus obtidas do cultivo em estado solido apresentaram maior atividade

entre 35°C e 40 °C e as do cultivo submerso a 45°C.
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Os extratos dos macrofungos amazoénicos degradaram corantes com diferentes
estruturas quimicas, sendo mais eficientes na descoloracdo dos corantes da

classe antraquinona e trifenilmetano.

Entre os azocorantes testados, apenas Congo red foi parcialmente degradado

por extratos do cultivo submerso de Auricularia sp. e L. crinitus.

Coriolopsis sp. apresentou maior eficiéncia na degradacéo do corante Brilliant
Green. Enquanto que L. crinitus apresentou maior potencial de descoloracéo

de Brillant green, Bromocresol green e Bromophenol blue.

As lacases de L. crinitus do cultivo submerso foram eficientes na degradacéo
de Acid Blue 80, Remazol brillant blue, Azul Reativo Kn, Reactive blue 220 e

Acid green.

Os extratos de Coriolopsis sp. e Auricularia sp. foram eficientes na remocéo de
Acid Blue 80.

A solucdo com corante RBBR degradado por extrato enzimético de Coriolopsis

sp., Auricularia sp. e L. crinitus foi mais téxico do que o RBBR nao degradado.
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7. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade de pesquisas relacionadas a este

trabalho, sugerem-se:

- a realizacdo de estudos de escalonamento da producdo, assim como
caracterizar as diferentes enzimas produzidas, visto que, como se tem observado em
outros fungos, as enzimas menos expressas podem se mostrar mais promissoras em

processos de biorremediacao;

- a realizacdo de processos mais detalhado para a descoloracdo de corantes,
a degradacdo destes quando submetidos a diferentes condi¢des, tais como: pH
alcalino, presenca/auséncia de oxigénio e presenca de diferentes indutores
enzimaticos. Além disso, em virtude da alta toxicidade do corante degradado apos
acao enzimatica seria importante analisar os subprodutos formados na descoloracéo,
e planejar processos de biorremediacdo com outras enzimas e/ou macrofugos

amazonicos.
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