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RESUMO

O objetivo deste trabalho consistiu em obter informacdes pertinentes ao processo
de descoloracao de efluente téxtil por duas linhagens de Pleurotus sajor-caju, sendo
avaliado o potencial e as condicdes que o influenciam, assim como estudar os
produtos obtidos através da biodegradacdo, avaliando-se a toxicidade e a
caracterizacao dos possiveis metabdlitos secundarios formados. As duas linhagens de
Pleurotus sajor-caju foram testadas quanto a capacidade de descoloracao do efluente
liqguido contendo corante indigo, e constatou-se que estas necessitam de fonte de
lignina para promoverem a descoloracdo, sendo o processo observado com material
incubado por 14 dias. Foram determinadas as atividades enzimaticas de lacase,
peroxidase e manganés peroxidase, sendo verificada a producao destas trés enzimas
ligninoliticas, supondo-se que existe um sinergismo entre elas no processo de
descoloragdo. Testes de toxicidade foram realizados empregando-se semente de
alface, celenterado Hydra attenuata e alga unicelular Selenastrum capricornutum para
avaliar o material resultante da descoloracéo, e verificou-se que o efluente tratado pelos
fungos apresentaram maior toxicidade em relacdo ao material ndo tratado,
provavelmente pela presenca de metabdlitos secundarios gerados no processo de
biodegradacao. Utilizou-se metodologia de separacado por eletroforese capilar para
caracterizar possiveis metabolitos secundarios, verificando-se que nao se trata de 3,4-

dicloroanilina.
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ABSTRACT

The objective of this work was to get information on the process of decolorization
of textile effluent by two strains of Pleurotus sajor-caju, evaluating their decolorizing
capacity and the conditions affecting this process, as well as the toxicity and identity of
possible breakdown products. The two strains of Pleurotus sajor-caju were tested for
their decolorizing capacity of the effluent containing indigo dye, and it was observed that
they need a lignin source to promote decolorization, following 14 days of incubation.
Laccase, peroxidase and the manganese peroxidase activities were determined in the
culture supernatants and it is possible that there is a sinergism between them during the
decolorization. Toxicity tests were carried out using lettuce (Lactuca sativa) seeds,
Hydra attenuata coelenterate and Selenastrum capricornutum unicellular alga, and the
results indicate that the effluent treated with the fungi presented greater toxicity than the
non-treated one, probably due to the presence of breakdown products generated during
biodegradation. Separation by capillary electrophoresis was used to characterize any
possible secondaries methabolites, and observed that 3,4-dichloroaniline, was not

formed.



1 INTRODUCAO

O problema da poluicio ambiental vem se agravando cada
vez mais com o passar do tempo, devido ao consumo desenfreado dos recursos
naturais e emissao de residuos sem tratamento no ambiente. Este problema originou-se
com o advento da revolucdo industrial e tem se intensificado através da explosao
populacional humana. Em regides onde abrigam pélos industriais e densa populacao,
principalmente o ecossistema aquatico vem sofrendo uma degradacgao efetiva causada
pelos esgotos domésticos e industriais; medidas preventivas e corretivas necessitam
ser implantadas concomitantemente aos crescimentos regionais, conduzindo a niveis
aceitaveis para a manutencao da qualidade de vida. A poluicdo quimica do ar, solo e
agua constitui grande alvo de preocupacdes e 0s processos biotecnoldgicos, tem se
mostrado com grande potencial em aplicacdes ambientais.

Nas ultimas décadas com a expansao das industrias téxteis brasileiras surgiram
leis rigidas regulamentando a qualidade dos efluentes, pois os corpos hidricos que
recebem despejos liquidos industriais e domésticos vém sofrendo uma degradacao
inegavel. Como resposta, as industrias estdo sendo forcadas a tornar-se mais
inovadoras, de maneira a desenvolver produtos e praticas que sejam mais
ambientalmente corretas.

Os processos téxteis sdo grandes consumidores de agua e de corantes
sintéticos, geradores de efluentes volumosos e complexos com elevada carga orgénica,
aliada ao elevado teor de sais inorganicos. Os corantes sintéticos sao extensivamente
empregados na industria téxtil, onde estima-se que 10 a 15% séo perdidos no efluente

durante o processo de coloracdo. A grande diversidade e complexidade desses



efluentes aliados a imposi¢cées da legislagdo que exigem tratamentos eficientes, tem
levado ao desenvolvimento de novas tecnologias que buscam o melhor e mais
adequado tratamento, considerando custos, tempo e eficiéncia dos processos
existentes na reciclagem e eliminacao de toxicidade. A preocupagcdo com a estética e
qualidade do ambiente atingido por efluentes coloridos leva a busca de alternativas de
descoloragao, especialmente dos corantes téxteis.

Ha diversas formas de tratamento para os efluentes téxteis: fisicos, quimicos e
biol6gicos. O sistema biolégico de lodo ativado é reconhecidamente, o mais
representativo dentre os utilizados por industrias téxteis e industrias em geral. Em
lagoas aeradas, o efluente & submetido a oxidacao por microrganismos, reduzindo-se
eficientemente a carga poluidora que sera langada no ambiente.

Devido a esta importancia, os microrganismos tém sido intensivamente estudado
com a finalidade de remover compostos toxicos do ambiente. As pesquisas de
degradagdo de compostos quimicos, tém mostrado varios microrganismos
extremamente versateis em degradar substancias recalcitrantes. Os caminhos atuais da
biotecnologia indicam fungos basidiomicetos degradadores de lignina, como eficientes
na degradacao de grande variedade de compostos e de corantes, com alto potencial de
acao na recuperacao de ambientes contaminados. O problema da remog¢éao da cor em
efluentes coloridos, tem encorajado a busca de tratamentos bioldgicos para esta
finalidade. Os fungos basidiomicetos denominados “da podriddo branca da madeira”
tem sido apontados como bons degradadores e eficientes na descoloracéo.

A presenca de agentes quimicos nos ecossistemas pode representar um risco
aos seres vivos. Os aspectos da producao de efeitos danosos aos organismos expostos

as substancias veiculadas pelos efluentes industriais e domésticos, tem sido



contemplados atualmente. Varios bioensaios de toxicidade propdem-se avaliar estes
riscos.

Na industria téxtil nacional, as fibras de algodao sao intensamente usadas e o
corante indigo muito empregado nos processos de tingimento de fibras celulésicas.

As investigacbes cientificas na area téxtil ainda sao escassas, esforcos em
encontrar técnicas de bioestimulacdo e biorremediagcdo para incrementar o0s
conhecimentos de forma a modificar a realidade que se apresenta o ambiente atingido

pelos poluentes, sdo necessarias.






2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Corantes téxteis

Os corantes sado substancias intensamente empregadas para a coloragdo de
varios substratos, tais como: alimentos, cosméticos, plasticos, materiais téxteis, etc.
Sao retidos por adsorcéo fisica, formacao de solugdes, sais ou complexos com metais,
retencdo mecanica ou por constituicao de pontes quimicas covalentes (Contato, 1995).

Em sentido amplo, o termo corante designa toda e qualquer substancia que da
cor, colore, tinge, pinta. Em quimica, corante denomina apenas as substancias de
carater aromatico, capazes de colorir irreversivelmente um suporte téxtil.

Ha duas formas de classificacdo dos corantes: a primeira é pela constituicao
quimica de acordo com os grupos croméforos ou unidades de cor da molécula, a
segunda € baseada na aplicacéo ou uso final do corante (Kirk-Othmer, 1979).

No tingimento o(s) corante(s) mais comumente empregado(s) pertencem a
classe dos corantes azo e “vat”. Os primeiros sdo pigmentos insolUveis empregados na
coloracdo de materiais celulésicos a um custo menor que os corantes “vat”. Os corantes
tém em comum um grupamento quimico que sao 0s anéis aromaticos; entre 0s grupos
quimicos constituintes das classes de corantes anteriormente citados estdo os grupos
azo que constitui-se de anéis aromaticos ligados por — N = N — ; e 0s corantes “vat”
constituidos dos cromoéforos indigéides que podem ser derivados da indigotina ou
tioindigo ou croméforos derivados basicamente da antraquinona (Trotman, 1964).

Os corantes que tém por estrutura basica a antraquinona sao os mais resistentes

a degradacéao devido a suas estruturas aromaticas fundidas, que permanecem coloridas



por longos periodos de tempo. Corantes basicos tém alto brilho e portanto alta
intensidade de cor, tornando-se mais dificeis de descolorir (Banat et al., 1996).

O indigo foi e € ainda hoje o mais importante dos corantes vat. O processo
“vatting” permite a solubilidade em agua reduzindo a forma leuco os corantes naturais,
que requeriam um longo processo de fermentacdo antes de iniciar a coloracdo ou
tingimento (Aspland, 1991).

O indigo pode ser considerado como um corante “histérico” e sua importancia é
notavel até o presente. Trata-se de um corante que se destaca por sua gama de
aplicacoes, seja em roupa de trabalho, seja pela moda denin. Ha um volume produzido
de 12.000 toneladas anuais. A utilizacdo do indigo natural remonta a 5.000 anos desde
a idade do ferro, passando pela india e Europa. O indigo é um glicosidio extraidos de
plantas (por exemplo: Indigofera tintoria) e foi substituido pela forma sintética a partir de

N-fenilglicina e N-acido fenilglicino-carboxilico (Haas, 1990).
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Figura 01 - Estrutura quimica do corante indigo

2.2 O problema ecoldgico da aplicacao de corantes

Um problema crescente para a industria téxtil € a exigéncia da legislacao

governamental com relacdo a remogéo da cor nos efluentes industriais. As agéncias de



protecdo ambiental de todo o mundo, vém promovendo a prevencado da transferéncia
de problemas de poluicdo de um ambiente para outro. Isso implica que a industria deve
desenvolver tratamento de seus efluentes “in loco” antes de despeja-los. Para o
atendimento de tal exigéncia, tanto as industrias como os cientistas tém direcionado
suas pesquisas na busca de tratamentos e tecnologias visando a descoloracao de
corantes nos efluentes (Banat et al., 1996).

As operacdes de limpeza, tingimento e acabamento na industria téxtil dao origem
a despejos volumosos e variados. O tratamento e a recirculagdo destes despejos e a
recuperacao de produtos e sub-produtos, constituem os maiores desafios enfrentados
pela industria téxtil hoje (Hart, 1994). O processamento de tecidos a partir de fibras
naturais (como algodao e 1a) e fibras sintéticas (poliamidas, poliacrilicos e poliésteres),
possuem operacdoes que sao geradoras de despejos liquidos. O tingimento origina
despejos coloridos, contendo soda caustica, detergentes, sabdes e corantes. A
engomacao contribui com amidos e féculas, altamente concentradas e com elevada
demanda bioguimica de oxigénio (DBO) (Braile & Cavalcanti, 1993).

E sugerido por Clark (1995), conforme o Bulletin Ecological Toxicological
Association of Dyestuff — Etad (1995) que os niveis ou concentracbes abaixo de 0,1
mg/L para substancias coloridas nos ecossistemas aquaticos normalmente nao dao
motivo para problemas, enquanto acima de 1 mg/L seriam valores criticos, que levam a
poluicao visual afetando o mérito estético. O despejo de industrias téxteis sdo toxicos a
vida aquatica, diminuem o contetdo de oxigénio dissolvido, modificam as propriedades
e caracteristicas fisicas dos cursos d’agua e interferem na fotossintese.

Os pré-requisitos para entender e julgar o comportamento dos corantes no meio

ambiente é conhecer suas propriedades fisico-quimicas, ecoldgicas e técnicas. Assim,



€ exigido das industrias de corantes, estabilidade quimica (a luz, dgua, detergentes,
solventes, gases) e alta afinidade ao material a ser colorido.

Os efeitos adversos dos corantes ao ser humano, inclui as alergias rinopaticas,
asmaticas e cutaneas. O corante comporta-se como hapteno, reage com a albumina do
sangue e entao, por agdo como um antigeno gera IgEs, desencadeando os fendbmenos

alérgicos (Salem, 1995).

2.3 Processos de tratamento em efluentes téxteis

O residuo liquido industrial ou efluente industrial € a agua residuaria resultante
dos processos industriais e dependendo do tipo de industria, ele possui caracteristicas
muito especificas (Cetesb, 1989). O termo agua residudria € utilizado para caracterizar
os despejos provenientes dos diversos usos das aguas, tais como doméstico,
comercial, industrial, agricola, estabelecimento publico e outros.

O tratamento dos despejos industriais das fabricas de tecidos de algodao e
sintético, deve considerar como alternativas: a) reducéao de despejos no processamento
(reduzindo volume de agua e produtos); b) realizacdo de modificacbes no processo e
boa manutencao; c) lancamento de despejos na rede publica de esgotos, para serem
tratados nas estacdes municipais; d) tratamento dos despejos na area industrial, que
devera ser cuidadosamente planejado, devido as variagdes subitas de vazao e de
produtos quimicos empregados no processo (Braile & Cavalcanti, 1993).

Na reducdo de volume de despejos, as solugdes pouco concentradas sao
reutilizadas nas unidades de lavagem de tecidos com grande quantidade de sujeiras, ou

recirculadas antes do descarte. Estima-se que 90% das cargas poluidoras das fabricas



sédo de produtos quimicos, assim evitando desperdicio reduz-se as quantidades de 1/5
a 1/2 da quantidade original e 30% da carga poluidora. A agua recuperada pode ser
utilizada em processos de alvejamento total, tingimento, lavagem com amaciantes, em
quadros e cilindros de estamparia e também lavagem de pisos e instalacdes (Braile &
Cavalcanti, 1993; Hart, 1994).

Na avaliacdo de desempenho da estacdo de tratamento biolégico, deve-se
conhecer especificamente, as caracteristicas que indicam a variagdo da qualidade da
agua residuaria e do lodo (Cetesb, 1991). Geralmente, sdo determinadas as
caracteristicas: a) fisicas: temperatura, turbidez, teor de sélidos, odor, cor, vazao,
material retido, removido ou produzido; b) quimicas: demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), formas de nitrogénio (organico,
amoniacal, nitritos e nitratos), fésforo, 6leos e graxas, sais, metais, pH; c) bioldgicas:
tipo e nimero de microrganismos.

As industrias tém se preocupado com a otimizacdo de seus processos, com a
minimizagdo dos descartes de corante no efluente, tém automatizado o tingimento e

reutilizado agua e produtos, com maior lucro financeiro e menor dispéndio de energia.

2.3.1 Tratamentos bioldgicos

De acordo com Longo (1987), o sistema de tratamento das aguas residuais de
industria téxtil pode ser divididos em duas etapas: tratamento priméario ou preliminar e
tratamento secundario.

No tratamento primario, faz-se a remocao dos sélidos grosseiros, flutuantes ou

pesados e, a equalizacdo com ajuste de pH e queda da temperatura. No tratamento
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secundario, ocorre a reducdo da carga poluidora de origem organica, que €
determinada pela DBO e a retirada de sélidos sedimentaveis. O processo de tratamento
secundario, classicamente utilizado é o tratamento bioldgico por lodos ativados onde
nao ocorre a remocao da cor (Longo, 1987). Nesse processo, dois residuos sao
gerados: o efluente liquido e o lodo. O liquido é descartado nos rios e o0 semi-sélido
(lodo) é disposto em aterros.

De acordo com Stanigher (1987), existem varias formas de processar o lodo a
ser eliminado, porém os métodos sdo sempre custosos e quase sempre necessitam de
grandes areas. Entre as formas de tratamento, estdo os leitos de secagem (tanques
onde se espalha o lodo para o mesmo secar naturalmente), filtro prensa ou
centrifugacao para remocao da agua que € descartada nos rios. O residuo semi-sélido
(lodo) é geralmente disposto, ap6s secagem, em aterros sanitarios. No entanto, a
disposicao em aterros traz inconvenientes como: ndo € um processo de tratamento e
sim de imobilizagdo; sacrifica a area e, exige monitoramento, pois ha possibilidade de
contaminacgao do lencol freatico (Conchon et al., 1997).

Entre os principais problemas associados com o tratamento de residuos aquosos
das industrias téxteis, citam-se a temperatura, o pH, o teor de fésforo, a DQO,
halogénios organicos adsorviveis (AOX) e a cor (Groff, 1993).

Uma estacdo de tratamento biolégico de efluentes por lodo ativado tipica
consiste das seguintes unidades: a) tanque de equalizacdo onde o efluente ap6s ser
gradeado é passado por um vertedor, seu pH é corrigido para a condi¢ao de tratamento
(pH entre 8,0 e 9,0); b) tanque de oxidacdo onde o efluente equalizado une-se ao
efluente sanitario sendo aerado e recebendo nutrientes quando necessario; c)

decantador onde o lodo é recirculado parcialmente para o tanque de oxidagdo e o
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sobrenadante tratado ira para o corpo d'agua receptor; d) unidade de adensamento de
lodo, onde o lodo em excesso é processado (Braile & Cavalcanti, 1993).

Nos processos biolégicos hd uma dependéncia da acdo de microrganismos
presentes no esgoto; os fendmenos inerentes a respiracdo e a sintese sao
predominantes na transformacdo dos componentes complexos em compostos mais
simples. Na verdade, os processos biolégicos procuram reproduzir em dispositivos
racionalmente projetados, os fendmenos biol6gicos observados na natureza,
condicionando-os em area e volume economicamente ajustaveis (Cetesb, 1991). Como
processos bioldgicos de tratamento incluem-se a oxidacao biolégica (filiros bioldgicos

ou lodo ativado) e a digestdao anaerdbia do lodo, no digestor.

2.3.2 Tratamentos fisicos e quimicos

O emprego do carvao ativado, juntamente com o processo de lodo ativado, séo
os mais difundidos na area téxtil. As propriedades adsortivas do carvao, dependem do
tamanho de seus poros e do tempo de contato para a obtencédo de equilibrio. Este é
eficiente na remogédo de anilinas, nitrobenzenos, fendis volateis; e corantes azodicos
(Shen & Zhao, 1991).

Os tratamentos terciarios para remog¢do de cor mais utilizados sao: oxidacao
quimica com cloro, ozonizacao, raios gama e troca idnica. Entre os métodos quimicos,
0s mais empregados sdo a coagulacdo e a floculagdo. E comum a associacdo de
tratamentos como a coagulacdo com Alx(SO4)3 € ozonizagcdo, com remocgao de
particulas coloidais e insoluveis, oxidando corantes e reduzindo a DQO em 50% (Hohn,

1996).
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A descoloracéo do descarte de industrias téxteis pode ser conseguida atraves de
quatro modos: ozonizacao (50-60% de reducgao de cor); floculacao-filtracao (até 90% de
remocao); floculacdo-filtracdo, seguida de ozonizacdo e por alcalinizacdo com
hidrossulfito de calcio (até 96%). Estes métodos podem ser um pré-tratamento, ou
seguir-se a depuracgao biolégica (Ginocchio et al., 1985; Shu & Huang, 1995).

Outras técnicas envolvem oxidacdo quimica usando hipoclorito de sédio para
remocao da cor, entretanto, liberam grandes quantidades de aminas aromaticas que
sdo carcinogénicas, ou outros compostos toxicos o que, consequentemente agravam o
problema. Outras pesquisas tém sugerido que 0s corantes recalcitrantes, devido a sua
afinidade em aderir a superficies, possam ser removidos por adsorcdo sem o
envolvimento da biodegradacao e a liberacdo de produtos intermediarios. No entanto,
segundo Banat et al. (1996), nenhum processo parece ser capaz de efetivamente
descolorir os residuos aquosos das industrias téxteis e geralmente preconiza-se a
aplicagao de métodos combinados.

A separacao dos corantes por processos fisico-quimicos (precipitacao, filtracao,
floculacdo, adsorcdo) visa reduzir o volume de lodos residuais pigmentados,
possibilitando tratamentos posteriores ou disposicdo direta em aterros sanitarios. Na
pratica, a combinagdo ou sequéncia de métodos de tratamentos pode ser necessaria
para se alcangar uma qualidade aceitavel do efluente e uma situacdo viavel de

disposicao de residuos (Porter, 1990; Clark, 1995).
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2.4 Biodegradacao de lignina na madeira

2.4.1 Fungos degradadores de lignina

Os fungos degradadores da madeira podem ser divididos em trés grupos, de
acordo com a morfologia da degradacao: fungos de degradacédo branca, marrom e
macia. Os fungos degradadores da madeira sdo taxonomicamente diversos e a maioria
deles pertence a subdivisao Basidiomycotina. Os basidiomicetos de degradacao branca
sdao os mais eficientes organismos degradadores de lignina. Sao capazes de
mineralizar lignina, eventualmente até CO, e H.O (Kirk & Farrell, 1987; Rodriguez &
Duran, 1988; Orth et al., 1993; Hatakka, 1994; Tuor et al., 1995).

Os fungos de degradacdao marrom e macia sao capazes de degradar lignina em

alguma extensao, embora preferencialmente ataquem a celulose na madeira.

2.4.2 Fungos de degradacao branca

Os basidiomicetos causadores de degradacdo branca na madeira produzem
degradacgao seletiva da lignina na parede celular, deixando a celulose praticamente
intacta (Blanchette, 1991; Blanchette et al., 1994). Entretanto, esses fungos variam
consideravelmente, de acordo com o tipo de ataque a lignina e aos polissacarideos da
madeira. Além disso, demonstram velocidades diferentes na remogéao da lignina (Kirk &
Farrell, 1987). Com base nessas propriedades, os fungos de degradacgao branca podem
ser divididos em dois subgrupos: a) fungos que degradam simultaneamente todos os
componentes, aproximadamente a mesma velocidade; b) fungos que preferentemente

degradam lignina. Os ultimos, que degradam seletivamente a lignina, criam tipicamente
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areas localizadas de degradacgéo, e assim sao designados fungos de bolsos brancos ou
manchados (Eriksson, 1990).

A identificacdo dos fungos de degradacgao branca é baseada nas caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas das hifas. A maioria dos basidiomicetos tem hifas dicariéticas
com conexdes especificas entre os septos do micélio (Blanchette, 1991). Sua
habilidade comum € oxidar compostos fendlicos, relacionados a lignina, que na maioria
das vezes esta associada a enzimas extracelulares ligninoliticas, em particular lacases.

Estudos de microscopia eletrbnica nos ultimos anos tém revelado, que esses
fungos colonizam a madeira, invadindo o limem de traqueideos e fibras, segregando
enzimas que degradam a lignina e polissacarideos (Ruel & Joseleau, 1991; Barrasa et

al., 1992; Daniel et al., 1992).

2.4.3 Fungos de degradacao marrom

Produzem tipicamente uma quebra extensiva dos polissacarideos da madeira
(ex: celulose e hemicelulose) e deixam a maioria da lignina intacta. Logo, a madeira
degradada por esses fungos tem um aspecto amarronzado e de aparéncia fragil
(Blanchette, 1991). Os fungos de degradacdo marrom predominantemente atacam
madeiras moles, enquanto os de degradacdo branca sao eficientes no ataque a
madeiras duras. Os fungos responsaveis pela degradacao marrom também pertencem
a subdivisao Basidiomicotina e a maioria das espécies a familia Polyporaceae;
entretanto correspondem a apenas 6% de todos os basidiomicetos que degradam a

madeira (Rayner & Boddy, 1988).
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Embora esses fungos ndo sejam capazes de efetivamente despolimerizar a
lignina, podem fazer modificacdes, resultando em decréscimo dos grupos metoxilas da
lignina da madeira. Logo, os grupos fendlicos aumentam significativamente (Jin et al.,
1990), alterando a lignina para subseqlentes biodegradacdes. Além disso, um aumento
dos grupos hidroxilas alifaticos, como os carboxilicos, também produzem quebras
parciais de interunidades de ligacbes com cadeias laterais (Jin et al., 1990). Portanto,
nao se pode generalizar: as propriedades da degradacdo mostram grande variedade
entre as espécies (Eriksson et al., 1990).

O mecanismo pelo qual os fungos de degradacdo marrom modificam a lignina é
ainda desconhecido, ja que nao produzem enzimas ligninoliticas. Acredita-se que
moléculas pequenas (glicoproteinas), que quelam ferro, poderiam estar participando
das transformacdes da lignina via producéo de radicais de hidroxila (Enoki et al., 1990;
Backa et al., 1992; Duran, 1996).

Os fungos de degradacao marrom produzem porosidade e erosao nas células da
parede da madeira, devido a uma quebra rapida do suporte celulésico das microfibrilas
(Eriksson et al., 1990). Perda da lignina, em particular das células dos cantos, e
remocao dos grupos metoxilas sao visualizadas por técnicas de microscopia eletronica
(Blanchette, 1991). Com base, nessas observacoes, as hifas de fungos de degradacao
marrom podem ser divididas em dois grupos fisiolégicos: a) hifas que degradam todos
0s componentes da parede celular da madeira, incluindo a lignina; b) hifas que podem
somente modificar a lignina, quando estdo degradando os polissacarideos da madeira
(Highley et al., 1985). Microfibrilas especificas, por exemplo extensdes lineares e

emaranhado de células da parede da hifa, foram detectadas nesses fungos (Larsen et
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al., 1992), que podem transportar enzimas hidroliticas a um contato direto com seu

substrato (Green et al., 1992).

2.4.4 Fungos de degradacao macia

Os fungos pertencentes a subdivisdo Ascomicotina e Deuteromicotina podem
causar um tipo especifico de degradacao na madeira, caracterizada por ser suave, de
aparéncia umida, que sob condi¢cdes de secagem pode lembrar a degradacao do tipo
marrom (Blanchette, 1991).

Os fungos de degradacdo macia preferencialmente colonizam e degradam
madeiras duras, especialmente as de alta umidade (Eslyn et al., 1975). Em madeiras
moles, a velocidade de degradacao por fungos de degradacdo macia é geralmente
mais lenta que a dos fungos de degradacao branca e marrom. Embora estes
normalmente metabolizem os polissacarideos da madeira, sdo capazes de algumas
transformacdes da lignina. No caso dos fungos de degradacdo marrom, a lignina é
usualmente modificada por desmetilacdo (Eslyn et al., 1975). Entretanto, os fungos de
degradagdo macia sao deficientes na despolimerizagcédo de ligninas sintéticas, embora
convertam rapidamente compostos fendlicos relacionados com lignina (Ander et al.,

1988).

2.4.5 Enzimas ligninoliticas

A atividade de fenoloxidases extracelulares, indicando a presenca de enzimas

ligninoliticas, foi descoberta na década de 30 em fungos de degradacao branca
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(Eriksson et al., 1990); logo depois foi demonstrado que as reagdes eram catalisadas
por oxidoredutases do tipo lacases e peroxidases (Kirk, 1971; Ander & Eriksson, 1976).
A habilidade para oxidar compostos fendlicos, especificamente, tem sido utilizada como
critério de identificacdo para fungos de degradacao branca verdadeiros (Kaarik, 1965).
Em seguida ao isolamento de lacases, duas peroxidases, chamada lignina peroxidase e
manganés peroxidase, foram evidenciadas na participacdo da quebra da lignina e
outras enzimas.

O Phanerochaete chrysosporium é um dos mais potentes organismos
ligninoliticos disponiveis, sendo o mais estudado. Possui caracteristicas tais como
crescimento rapido, degrada extensivamente a lignina a alta temperatura, apresenta
formacao de conidios na fase assexual em abundancia, e seu ciclo de vida a fase
sexual é rapido. Para o metabolismo da lignina, esse fungo produz um sistema
lignolitico constitutivo, que se expressa somente durante a fase secundaria e é induzido
pela limitagcdo de carbono, sulfato e nitrogénio, sendo altamente oxidativo (Leisola &
Fleitcher, 1985; Ghosh & Singh, 1993). As enzimas extracelulares associadas com a
degradacdo de lignina por Phanerochaete chrysosporium incluem as lignina
peroxidases (LiPs), as manganés peroxidases (MnPs) e a glioxal oxidase geradora de
H.O- (Rajarathanam et al., 1992).

A LiP descoberta em 1982 por Glenn et al. (1983), citado por Haapala & Linko
(1993) em filtrados de cultura de P. chrysosporium, foi inicialmente chamada por
diferentes nomes tais como oxigenase dependente de H,O,, ligninase e diarilpropano
oxigenase, até que descobriu-se serem estas peroxidases (Leisola & Waldner, 1988).

As LiPs e as MnPS séao glicoproteinas. Cerca de quinze peroxidases diferentes e

MnP foram isoladas e purificadas considerando seu ponto isoelétrico. Todas as
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peroxidases contem um grupo heme porfirina-ferro por molécula. O ferro é oxidado por
H.O. a um estado de oxidagdao maior o que torna a enzima capaz de oxidar a lignina e
outros compostos relacionados (Leisola & Waldner, 1988).

A LiP tem uma atividade 6tima a pH de aproximadamente 2,0 a temperatura
ambiente e é facilmente superoxidada pelo excesso de H»O, a forma inativa. A
inativacao também pode ocorrer pela perda do grupo heme sob agitacao forte (Leisola
& Waldner, 1988).

A MnP, ou peroxidase corante, tem maxima atividade a pH 4,5 e, demonstrou
dependéncia absoluta de Mn?* e lactato. A enzima é estimulada pelo aumento da
concentracao proteica nas reagdes e inibida completamente por NaNO3, KCN e EDTA 1
mM. Demonstrou-se que Mn?** tem fungdo na mineralizacdo da lignina sintética por
fungos da degradacéao branca, tanto como mediador ativo para MnP como regulador da
sua producao, bem como da producgao da LiP e lacase (Kerem & Hadar, 1993). A MnP
relaciona-se & LiP pois, esta, oxida Mn?* e a Mn*', este Gltimo pode oxidar unidades
fendlicas da lignina e, pode estar envolvido na sua fragmentacao (Rajarathanam et al.,
1992).

Em meio liquido, a produgéao de enzimas ligninoliticas pode ser dividida em duas
fases. A primeira, de crescimento do fungo quando a velocidade de agitacdo nao é
critica. Durante a segunda fase, de producdo da enzima, a velocidade de agitacao tem
um papel chave. Nesta fase, as culturas limitantes em nitrogénio podem ser agitadas
acima de 150 rpm e as limitantes em carbono até 30-40 rpm, para manter a atividade
ligninolitica (Leisola & Waldner, 1988; Moyson & Verachtert, 1993).

Um outro fator critico é a tensdao de oxigénio - o crescimento procede

rapidamente quando as culturas, em meio liquido sdo aeradas e, a atividade ligninolitica
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ocorre entretanto mais rapido, alcangando maiores teores quando a atmosfera € de
100% de oxigénio (Leisola & Waldner, 1988). No entanto, em meio sélido, o oxigénio
nao é fator limitante para a taxa de degradacao da lignina, nem a taxa de respiracao do
fungo é afetada pelo enriguecimento com oxigénio (Kerem et al., 1992).

A temperatura de crescimento para o P. chrysosporium tém um papel importante
na producao e na maxima atividade da MnP e LiP. Nas temperaturas de 39, 33 e 28°C
houve produgéo da MnP e LiP, mas a 23°C houve maiores quantidades de MnP e, a
18°C somente a atividade de MnP foi detectada (Vyas et al., 1994). Esse fungo é
termotolerante com uma temperatura étima para crescimento entre 39-40°C. Sua taxa
de crescimento diminui com a queda da temperatura, determinando um atraso na
producéo de MnP e LiP e diminuindo a atividade proteolitica.

O élcool veratril aparece como metabdlito secundario nas culturas ligninoliticas
de P. chrysosporium e Pleurotus florida (Dhaliwal et al., 1992) e € conhecido como
indutor da producdo de enzimas ligninoliticas ou fenoloxidases. O alcool veratril
também pode funcionar como um mediador na transferéncia de um elétron. Desta forma
compostos que nao sao diretamente acessiveis a enzima podem ser oxidados pela via
do alcool veratril. Outra funcao € estabilizar a LiP pela remocéo de excesso de perdxido
de hidrogénio (Leisola & Waldner, 1988).

O alcool veratril é oxidado pelas LiPs sob condicées aerdbias a veratrildeido e é
0 Unico produto da oxidacdo. Entretanto, sob condi¢gdes anaerdbias, outros produtos
sao formados, incluindo duas quinonas e um produto da clivagem do anel aromatico.
Portanto, na presenca de oxigénio, as LiPs podem mediar a abertura do anel aromatico

(Leisola & Waldner, 1988).
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Uma outra enzima, a lacase tem recebido consideravel atencao nesses ultimos
10 anos devido ao seu papel na degradacdo da lignina e aplicacées potenciais na
destoxificacdo de poluentes fendlicos (Kumaran et al., 1997). A lacase é uma
polifenoloxidase de natureza glicoproteica e é produzida por alguns fungos da podridao
branca tais como Lycoperdon sp., Coriolus versicolor, Phellinus ignarius (Guzman et al.,
1993) com excecédo do P. chrysosporium que exibe pouca atividade (Tuor et al., 1995).

A lacase tem ampla especificidade para com o substrato. Essa enzima emprega
0 oxigénio molecular como redutor e também oxida anéis fendlicos para radicais fenoxi.
A lacase oxida compostos fendlicos por abstragcdo de um elétron, com formacao de
radicais que podem repolimerizar ou serem levados a despolimerizacdo. A
especificidade da enzima ao substrato depende da origem da lacase. Sua funcao
fisiolégica ainda nao é clara e seu papel na biodegradacgao da lignina é incerto (Gold &
Alic, 1993), contudo a lacase e a MnP devem agir complementarmente ou
sinergisticamente.

A lacase de Pleurotus ostreatus € uma oxidase o-difenil que utiliza guaiacol e o
pirocatecol, sendo inativada por hidroquinona, resorcinol e tirosina; seu ponto isoelétrico
€ de 2,9 (Sannia et al., 1986). O pH 6timo para sua atividade depende do substrato; na
presenca de guaiacol e siringadalzina varia de 5,0-6,0 e 6,0-7,0, respectivamente; é
uma enzima estavel a varias temperaturas mas, a partir de 55°C sua atividade diminui
(Palmieri et al., 1993).

Dentre os fungos da degradacdo branca produtores de lacases e outras
ligninases, encontram-se as espécies de Pleurotus. Alguns estudos conduzidos com P.

ostreatus, compilados por Rajarathanam & Bano (1989), mostram que 0s principais
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parametros culturais afetando a degradacéo da lignina por esses basidiomicetos, sdo o
substrato de crescimento, a fonte de nitrogénio, bem como sua concentracdo e
condicoes de cultivo. De um modo geral, a caréncia de uma fonte externa de nitrogénio,
temperatura de 25-30°C, disponibilidade de oxigénio, cultivo estatico de Pleurotus spp,
favorecem a degradacgao de lignina.

Kerem et al. (1992) assim como Akhmedova (1994), observaram uma alta
atividade de lacase no inicio do periodo de degradacao da lignina. De acordo com estes
pesquisadores, a lacase pode atuar na destoxificacdo de compostos do substrato como
oxidar grupos fendlicos, agindo como uma enzima inicial na clivagem de cadeias
laterais e anéis aromaticos das porcdes fendlicas da lignina. Outras enzimas de
natureza oxidativa tal como as alcool veratril oxidase podem ter um papel importante na

degradacéao da lignina.

2.5 Biodegradacao de corantes por microrganismos ligninoliticos

Varios sao os processos biolégicos que vém sendo estudados para o tratamento
dos residuos da industria téxtil visando a descoloragdo desses. Segundo Mackay
(1979) citado por Banat et al. (1996), ao longo desses anos inumeras culturas
microbianas tém sido testadas e muitas vém sendo implicadas com a descoloracao de
corantes téxteis.

Entre os microrganismos implicados com a descoloracdo dos corantes téxteis
estdo as bactérias, fungos, algas e mais recentemente consércios de cultura de
bactérias (Banat et al., 1996). Muitas bactérias foram capazes de descolorir os corantes

téxteis. Os problemas encontrados relacionam-se ao isolamento desses



22

microrganismos, ao periodo de adaptacdo desses ao meio contendo o poluente e a
capacidade de descolorir varios corantes.

Os biodegradadores desses compostos considerados mais efetivos sdo os
fungos denominados da degradacdo branca, que degradam os materiais
lignoceluldésicos naturais de duas maneiras distintas: a) degradagdao simultanea da
celulose, hemicelulose e lignina; e b) degradacédo seletiva da lignina e hemicelulose
(Ghosh & Singh, 1993).

Aparentemente os fungos da degradacao branca biodegradam a lignina através
de diferentes combinacdes de peroxidases e oxidases chamadas genericamente de
ligninases (Leisola & Fleitcher, 1985). Compreende-se por ligninases varias isoenzimas:
lignina peroxidases (LiPs), peroxidases dependente de manganés (MnP) bem como
fenoloxidases e oxidases capazes de produzir perdoxido de hidrogénio (Tuor et al.,
1995).

De acordo com Shin et al. (1997) embora ainda hoje ndo se conhegca com
precisdo quais sdo as enzimas capazes de degradar a lignina in vivo, dois grupos de
peroxidases, a lignina peroxidase e a manganés peroxidase, parecem estar associadas
com atividade ligninolitica.

Desde que a biodescoloracdo de residuos liquidos e da polpa de papel foi
relatada no inicio dos anos 80, empregando-se basidiomicetos da podridao branca P.
chrysosporitum e Tinctoria sp., varios estudos tém sido conduzidos na remocgao de
corantes (Banat et al., 1996).

De acordo com Banat et al. (1996) o mecanismo de descoloragdo de corantes
poliméricos por fungos da podriddo branca até entdo parece envolver as enzimas

lignina peroxidases (LiPs), as MnPs e lacases.
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A descoloragdo de trés corantes poliméricos por P. chrysosporium foi
confirmada por Glenn & Gold (1983). Seus resultados sugerem que a descoloracao foi
resultado de atividade do metabolismo secundario ligado a atividade de degradacao
ligninolitica do fungo.

Platt et al. (1985) estudaram a descoloracdo do corante "poly-blue"
(polivinilalanina antaquinona sulfonada) por varios fungos degradadores da lignina.
Entre eles o Pleurotus sp. "florida" demonstrou capacidade de descolorir o corante, na
concentracao de 0,02%, tanto em meio liquido quanto em meio sélido. A habilidade de
descoloracao desenvolveu-se na auséncia do corante, mas somente quando o fungo foi
previamente cultivado em substrato contendo fonte de lignina (palha de algodao). Os
resultados obtidos sugerem que a capacidade de descolorir ndo esta relacionada
diretamente a producdo de lacase embora possa estar ligado outros processos
conectados com a producao dessa enzima. Nas condicdes desse estudo, mudancas na
concentragao de glicose e nitrogénio no meio nao exerceram efeito sobre a capacidade
de descoloracdo. Em meio sélido e liquido, a descoloracao pela linhagem de Pleurotus,
ocorreu de imediato, enquanto que o P. chrysosporium ocorreu somente apds o
crescimento até as bordas da placa de Petri onde este foi cultivado; fato relacionado
pelo pesquisadores ao efeito repressivo dos teores de nitrogénio (20 mM).

P. chrysosporium também mostrou biodegradar os corantes azo e os corantes
heterociclicos “Orange II”, “Tropaeolin O”, “Congo Red” e “Azure B” (Cripps et al., 1990).
A extensdo de remocao da cor variou dependendo da complexidade do corante,
disponibilidade de nitrogénio no meio e atividade ligninolitica da cultura e, esteve
relacionada ao metabolismo secundario. Sob baixas concentragées de nitrogénio (1,2

mM) 90% da cor foi removida nas primeiras seis horas, enquanto que com o excesso de



24

nitrogénio (12 mM) foram necessarios mais de cinco dias para alcancar 63-93% de
descoloragcao dos corante acima citados. A capacidade de descoloracdo também
dependeu da concentragdo de oxigénio no meio liquido e foi inibida por inibidores da
atividade ligninolitica, tais como cianeto de potassio (KCN), tiouréia e azida, e nao
ocorreu na auséncia de atividade de LiP. Nas culturas nao ligninoliticas, onde a alcool
veratril oxidase estava ausente, a descoloracdo ndo pode ser observada e houve
adsorcao dos corantes ao micélio do fungo. A deplecao de carbono (glicose), conhecida
como indutora do metabolismo secundario e da producdo de LiP, mostrou-se
responsavel pelo processo de descoloracdo. No entanto, os corantes na presenca de
ligninas peroxidases purificadas sofreram um processo de descoloragdo, em alguns
casos, em menor extensdo quando comparadas na presenga do fungo e apresentaram
outros metabdlitos secundarios. Os autores concluiram que embora as ligninas
peroxidases estejam envolvidas na degradacdo desses corantes azo e heterociclicos,
inOmeras outras enzimas ou sistemas enzimaticos também fazem parte do processo de
quebra desses corantes (Cripps et al., 1990).

Outros estudos realizados com P. chrysosporium sugerem que a mineralizacao
do corante parece estar ligada a classe dos mesmo. Os corantes reativos, dispersos,
sulfonados e os “vat” (que inclui o indigo), foram descoloridos enquanto que os corantes
da classe naftol e acidos ndo. Também a habilidade biodegradativa desses fungos esta
relacionada, pelo menos em parte, ao sistema de degradacao de lignina nao-especifico
desse fungo (Bumpus, 1995).

Uma série de outros corantes também foi testada a varias concentragdes sendo
descoloridos pelo P. chrysosporium, particularmente quando o alcool veratril estava

presente no meio. Acredita-se que o alcool veratril estimule a atividade das ligninases,
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que aparentemente estdo ligadas a descoloragdo (Paszczynski & Crawford, 1991).
Alash & Sharma (1992) citados por Banat et al. (1996), testaram a degradacao de
dezoito corantes azo usando P. chyrsosporium e somente oito foram degradados, com
40-70% de remocao da cor. Essa degradacéo foi principalmente devido ao sistema
enzimatico degradador da lignina ou por adsorcédo desses ao micélio.

A descoloracao do corante polimérico indicador da atividade de fenoloxidases
Poly R-478, foi estudada como método potencial para separar os fungos degradadores
da lignina dos ndo aptos. Em meio sélido, a descoloracao ocorreu mais lentamente que
o crescimento radial dos fungos, indicando que as enzimas de descoloragdo estao
associadas as hifas em crescimento e as desenvolvidas. As linhagens de uma mesma
espécie diferiram na sua habilidade de descolorir mas, se alcancada nao houve
diferencas entre os monocariotos e os dicariotos de uma mesma espécie. Uma
elevacao da temperatura de 20 para 40°C aumentou a taxa de descoloracao, porém em
menor proporcao que a taxa de crescimento. Os estudos em meio liquido sugerem, que
0s sistemas enzimaticos, presentes nos diferentes fungos estudados, envolvidos com a
descoloragao desse corante, ndo estao relacionados somente a uma interagéo simples
entre a MnP ou LiP, outras fenoloxidases nao especificas como a lacase parecem estar
envolvidas (Freitag & Morrell, 1992).

Kirby et al. (1995) estudaram a descoloragao de um efluente téxtil artificial por P.
chrysosporium. O papel da LiP também nao ficou claro, pois a atividade da enzima foi
detectada somente no processo de descoloracdo dos varios corantes sintéticos
estudados separadamente e misturados (efluente artificial). Nesse estudo, a
concentracdao dos corantes foi de 0,5 g/L; na presenca de glicose (10 g/L), seis dos

corantes testados foram descoloridos enquanto que na auséncia apenas trés. Os
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resultados sugerem que uma fonte primaria de carbono (glicose), é essencial para uma
descoloragdo extensiva do corante, no entanto, alguns corantes puderam ser
metabolizados como Unica fonte de carbono e energia por P. chrysosporium.

Pasti-Grigsby et al. (1992) mostraram que a natureza e a posicado de
substituintes em um dos anéis aromaticos de corantes azo podem influenciar a
descoloracao. Eles também demonstraram que as enzimas lignina peroxidase (LiP) e
MnP diferem em termos de sua habilidade em degradar diferentes corantes. No estudo
realizado por Knapp et al. (1995), o Pleurotus ostreatus foi capaz de descolorir em
100% os corantes indigo carmine, reactive red 4, orange |l e o brilhant green, enquanto
que somente 21% o corante crisofenina. A correlacdo entre a descoloracdo com a
atividade de LiP nao foi possivel de ser estabelecida, no entanto, os autores concluem
que o sistema ligninolitico esta envolvido.

Culturas ligninoliticas de inumeros fungos da podriddo branca tém sido
documentados pela sua capacidade de degradar e descolorir varios corantes. O
envolvimento de MnP e LiP foi demonstrado na via de degradacdo de alguns dos
corantes. Entretanto, espera-se que os fungos de degradacédo branca difiram na sua
habilidade e capacidade de degradar corantes com base nas suas diferencas
qualitativas e quantitativas na producao dessas enzimas. Tais corantes também podem
oferecer formas para diferenciacdo entre atividades enzimaticas de peroxidases
especificas ligninoliticas (Vyas & Molitoris, 1995).

Ambrésio & Campos-Takaki (2003), avaliaram a descoloracdao de corantes com
estruturas moleculares diferentes (orange Il; reactive black 5; reactive red 198) em
diversas condicdoes de cultura pelo fungo Cunninghamella elegans. A presenca de

sacarose ou sacarose e peptona aumentaram significativamente a descoloracao das
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solucdes, entretanto, na presenca da fonte de nitrogénio apenas, a descoloracao foi
suprimida. Através dos resultados obtidos, sugere-se que houve biodegradacao e
bioadsorcao dos corantes e que pela diminuicado da taxa respiratéria de E. coli, supde-
se que metabolitos toxicos foram produzidos.

Harazono et al. (2003) estudaram a descoloragdo de um corante reativo azo
(Reactive Red 120) por um basidiomiceto de degradagdo branca, o Phanerochaete
sordida linhagem YK-624. Em meio de cultura liquido contendo 3% de extrato de malte
e 200 mg/L deste corante, este fungo descoloriu 90,6% ap6s 7 dias de incubacéao. E a
atividade da enzima manganés peroxidase foi detectada neste processo de
descoloracao. Este processo ndo ocorre em condi¢cdes anaerdbias, sugerindo que a
descoloracao do corante por esta enzima é influenciada pelo oxigénio dissolvido.

Kuo-Cheng et al. (2003) isolaram 6 linhagens de bactérias de amostras de lodo
capazes de degradar corantes téxteis, sendo identificada e selecionada Aeromonas
hydrophila que exibiu a capacidade de remogao de cor de véarios corantes. A remogao
de cor por esta bactéria ocorreu melhor em condi¢cdes andxicas ou anaerdbias. Mais de
90% do corante RED RBN foi reduzida na cor com 8 dias de incubagdo na
concentracao de 3000 mg/L. Fontes de nitrogénio como extrato de levedura ou peptona
aumentam a eficiéncia de descoloracdo, em contraste, a presenca de glicose parece
inibir a atividade de descoloracao, porque acidos organicos sao produzidos através da
sua conversao provocando a diminuicdo do pH do meio de cultura, inibindo assim, o
crescimento celular e consequentemente a atividade de descoloragao.

Nyanhongo et al. (2002) compararam quatro fungos ligninoliticos quanto a
habilidade de produzir lacase. A lacase fungica foi selecionada pela sua capacidade de

descolorir corantes sintéticos (antraquinona, azo, indigo, triariimetano). Baseado na
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producédo de lacase e habilidade de descoloracdo dos corantes, Trametes modesta foi
selecionado para estudos futuros. Todos os corantes testados foram descoloridos pela
lacase de T. modesta mais eficientemente em condicbes éacidas (pH 3-6) e
temperaturas entre 50-60°C. A eficiéncia de descoloracao pela lacase de T. modesta
aumentou significativamente na presenca de mediadores como 1-hidroxibenzotriazole e
2-metoxifenotiazine.

Martins et al. (2003) realizaram uma triagem de diversos fungos (Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor e Aureobasidium pullulans)
guanto a capacidade de degradacao de derivados de seringol e corantes azo contendo
respectivamente, grupos carboxilico e sulfénico. T. versicolor apresentou melhor
capacidade e este potencial foi confirmado pela degradagcdo de diferentes corantes
bioacessiveis. Ensaios enzimaticos (LiP, MnP, lacase, protease e glioxal oxidase) e
analises por cromatografia a gas acoplado a um espectrémetro de massa (CG-MS)
foram realizados com o corante que foi melhor degradado. A identificacdo de
metabdlitos hidroxilados sugere uma possivel via metabdlica de degradacao.

Balan & Monteiro (2001a) empregaram os basidiomicetos Phellinus gilvus,
Phanerochaete chrysosporium, Picnoporus sanguineus € Pleurotus ostreatus e
constataram a degradacao do corante indigo em meio de cultura liquido por estes
fungos. Através do teste de biodegradabilidade imediata, verificou-se que este corante
¢é facilmente biodegradavel por Picnoporus sanguineus e Pleurotus ostreatus (Balan &
Monteiro, 2001b). Ranzani (2002), selecionou linhagens de Pleurotus capazes de
degradar o corante indigo, utilizando meios de cultura liquido e sélido e constatou, que

0 emprego de bagaco de cana misturado com folha de bananeira como substrato,
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oferece condi¢bes favoraveis, para a degradacéo do corante presente em lodo residual

procedente de estacao de tratamento de efluente de uma industria téxtil.

2.6 Toxicidade de corantes presentes em efluentes téxteis

A toxicidade é uma propriedade inerente ao agente quimico que produz efeitos
danosos a um organismo quando este é exposto, por um periodo de tempo, a
determinadas concentracdes daquele agente. Os testes de toxicidade avaliam o efeito
do efluente como um todo ou através de substancias especificas que o compde; estas
abordagens permitem avaliar os efeitos aditivos, antagbnicos e sinergisticos.

Os testes de toxicidade, para avaliar os efeitos causados a espécie-teste,
consistem em expor 0s organismos aquaticos representativos do ambiente a varias
concentracbes de uma ou mais substancias, ou a fatores ambientais, durante um
determinado periodo de tempo. Estes testes, quando orientados a um objetivo pratico
bem definido, como o de subsidiar acdes de controle da poluicdo, utilizam,
preferencialmente, de reagdes bioldgicas consideradas adequadas para estimar os
efeitos potenciais de agentes téxicos sobre uma determinada comunidade de seres
vivos (Cetesb, 1990 a).

Os primeiros testes a serem aplicados sao os de toxicidade aguda, ndo obstante
0s seus resultados, testes cronicos também devem ser realizados, ja que nédo ha
necessariamente entre eles uma inter-relacéo. A toxicidade pode ser percebida como a
ocorréncia de efeitos deletérios, que advém do contato entre os seres vivos e uma

substancia quimica ou do efluente total.
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O efeito da toxicidade aguda, trata-se de uma resposta severa e rapida dos
organismos a um estimulo, que se manifesta, em geral, num intervalo de 0 a 96 horas.
Normalmente, o efeito é a letalidade, ou alguma outra manifestagcdo do organismo que
a antecede, como por exemplo, o estado de imobilidade em alguns microcrustaceos.
Para avaliar os efeitos agudos de agentes toxicos em testes de toxicidade, utiliza-se
geralmente, a concentracao letal (CLsg) ou a concentracao efetiva (CE50) a 50% dos
organismos em teste. Essa é a resposta considerada mais significativa para ser
extrapolada a uma populacao (Cetesb, 1990 a).

O efeito cronico se traduz pela resposta a um estimulo que continua por longo
tempo, geralmente por periodos que podem abranger parte ou todo o ciclo de vida dos
organismos. De modo geral, porém nao exclusivo, esses efeitos sdo subletais e sao
observados em situagcdes em que as concentragcdes do agente toxico permitem a
sobrevida do organismo, embora afetem uma ou varias de suas funcdes bioldgicas, tais
como reproducgdo, desenvolvimento de ovos, crescimento e maturagao, dentre outras.
Para avaliar esses efeitos utilizam-se testes de toxicidade crbnica, nos quais é
determinada a concentracdo do agente toxico que nao causa o efeito observado (CENO
- Concentracdo de Efeito Nao Observado). Quando efluentes liquidos, mesmo os
tratados, sao lancados de forma continua no ambiente aquatico, podem ocorrer efeitos
croénicos, uma vez que 0S organismos sao expostos a baixas concentracdes de
determinados poluentes durante longos periodos de tempo. Se estes poluentes forem
degradaveis, dada a sua efémera persisténcia no ambiente, ocorrera equilibrio a uma
certa distancia do ponto de lancamento, mas, no trecho ou area em que esse fenébmeno
de degradacdo se processa, 0s organismos poderdo enfrentar impedimentos ou

dificuldades para se manter no ambiente, levando a alteragcbes na estrutura e
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funcionamento do ecossistema aquatico. Se entre, os poluentes lancados, existirem
substancias persistentes ou bioacumulaveis, efeitos mais drasticos poderdo, entao,
ocorrer nas populagdes expostas (Cetesb, 1990 a).

Muitas substancias sao produzidas e introduzidas nos ecossistemas aquaticos,
podendo atuar na disponibilidade de oxigénio dissolvido, desequilibrar a comunidade
aerdbia ou agir diretamente pela toxicidade destes compostos (Ortolano, 1994).

O controle do desempenho dos sistemas de tratamentos de efluentes é
monitorado, convencionalmente, por medidas indiretas nao especificas de carbono
organico, como DBO (demanda bioquimica de oxigénio), DQO (demanda quimica de
oxigénio), OD (Oxigénio Dissolvido) e COT (Carbono Orgéanico Total). Atualmente,
novas exigéncias ambientais passaram a incluir também, a remoc¢ao de constituintes
organicos volateis e substancias téxicas presentes em baixas quantidades
(Eckenfelder, 1991).

Hunger & Jung (1991) investigaram a toxicologia e ecologia de corantes
organicos. Descreveram que a biodegradacdo em condicbes anaerdbias é pequena, e
nos corantes azéicos forma derivados de amina que sdo mutagénicos e carcinogénicos;
0s corantes reativos dispersos sdo agentes sensibilizadores, causando reacdes
alérgicas de pele e respiratérias.

N&o somente os corantes, mas muitos produtos auxiliares, podem ser
responsaveis por efeitos toxicos. O conteddo de metais pesados em corantes tem
merecido muitos estudos, contudo a pratica de evitar o seu uso ja comecgou a tornar-se
eminente, com a substituicdo de tais produtos.

Varios contaminantes organicos sao continuamente adicionados acidentalmente

ou deliberadamente a agua, alimentos e ar. A exposicdo a contaminantes industriais
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ocorre frequentemente e em altas concentragées. Ha estimativas de que 80-90% do
cancer humano pode ter causa ambiental. Testes rapidos, faceis e cuidadosos
predizem sobre a seguranca ou risco a exposicao humana e de outros organismos
vivos, a compostos puros ou complexas misturas quimicas. Cada vez mais 0s
bionsaios, passam a ser importantes na analise de riscos ambientais (Glatz, 1979).

Para a determinacgéo da toxicidade de um efluente deve-se utilizar organismos de
diferentes niveis tréficos do ambiente aquatico como algas, microcrustaceos e bactérias
(Cetesb, 1990 b). O trabalho de Rojiekova et al. (1998) recomenda-se 0 emprego de
um produtor, um consumidor e um decompositor nos testes de toxicidade dos
compostos xenobibticos.

As plantas superiores tem sido empregadas para detectar compostos
mutagénicos; sdao empregados ensaios com milho, tomate, soja, tabaco, cevada e
ervilha. Alguns bioensaios usam raiz de cebola e feijao. Os efeitos mutagénicos sobre
as proteinas podem ser detectados por alteracdes visiveis como: mudanca de cor de
pétalas, perda de clorofila, alteragcdes de germinacao e crescimento (Glatz, 1979).

Um bioensaio empregando sementes tem sido recomendado pelo National Water
Research Institute do Canada (Dutka, 1989) para a avaliagdo de toxicidade de
efluentes, solo ou sedimentos. Sdo utilizadas sementes de alface ou outras de
crescimento rapido que tenham pouca reserva de energia. Comumente avalia-se a
inibicdo da germinacao e também a elongacao da raiz, cujo crescimento € inibido por
pequenas concentracbes do composto toxico, tornando-se um indicador mais sensivel

dos efeitos bioldgicos.
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2.7 Producao de metabolitos secundarios através do processo de degradacao de

corantes e o uso de eletroforese capilar na caracterizacao destes produtos

O termo biodegradacgéao tipicamente refere-se a transformacao bioldgica de um
composto quimico organico para outra forma, sem se referir a extensdo. Esta
transformacdo pode ser primaria, envolvendo somente uma mudanga estrutural da
molécula, tais como uma oxidacao, reducao ou perda de um grupo funcional, embora
estas modificacbes sdo pequenas, alteram as caracteristicas fisico-quimicas da
molécula parental. A transformacao entretanto, pode ser mais complexa, envolvendo
varias reacbes sequenciais, implicando na perda da toxicidez da molécula. O processo
de biodegradacao ideal, resulta na mineralizacdo do composto, com formacao de
diéxido de carbono, agua, produtos inorganicos e compostos organicos de ocorréncia
comum e pouco agressiva no ambiente, como acidos organicos e outros (Alexander,
1981).

Quanto as técnicas de tratamento de efluentes téxteis, destaca-se que a quebra
de corantes em estruturas descoloridas, sdo por vezes muito nocivas ao homem e a
biota aquatica, podendo ser exemplificado pelas aminas aromaticas, derivados
fendlicos, hidrocarbonetos aromaticos polinucleados e aminas heterociclicas
(Prithchard, 1985).

Alguns trabalhos, empregando tratamento eletroquimico para degradacdo de
corantes téxteis, verificaram que produtos secundarios podem ser obtidos através deste
processo, através da reducao ou oxidacao de ligacdes na molécula. Davila-Jiménez et.
al. (2000), expuseram alguns corantes empregados na industria téxtil ao tratamento

eletroquimico, analisaram os produtos de degradacao através de cromatografia liquida
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de alta eficiéncia com detec¢cdo de arranjo de diodo, e verificaram que provaveis
produtos obtidos através do tratamento do corante indigo, sdo 3,4-dicloroanilina (3,4-
DCA) e acido 3,4-dicloroaminobenzéico.

O 3,4-DCA (Figura 02) é um precursor para sintese e metabdlito de degradacao
de herbicidas amplamente utilizados na agricultura do tipo fenil-uréia como diuron,
linuron e propanil (Bartha & Pramer, 1970; Kimbrough, 1980; Di Muccio et al., 1984).
Este tem sido detectado em ambientes aquatico naturais em concentracoes
consideraveis e é acumulado em algas, cladéceros, moluscos e peixes (lsensee, 1982;
Cowgill et al., 1985). Valentovic et al. (1997) avaliaram o potencial de 3,4-DCA na
toxicidade sobre o aparelho excretor de ratos, e verificaram que este foi toxico apds 24
h de exposicdo, onde os rins e bexiga foram tecidos alvo desta reacdo. 3,4-DCA tem
sido utilizado como composto toxico padrao, para avaliar a eficiéncia e confiabilidade
de organismos e metodologias para serem empregados em bioensaios de toxicidade,
como por exemplo em alga Selenastrum capricornutum e os cladéceros Daphnia magna

e Ceriodaphnia quadrangula (Sosak-Swiderska et al., 1998; Klittgern et al., 1996).

NH,

Cl
Cl

Figura 02 - Estrutura quimica da 3,4-dicloroanilina
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A eletroforese capilar (CE) consiste na migracao diferencial de particulas ou
moléculas ionizadas em tubos capilares de 50-75 um de diametro interno e 30-100 cm
de comprimento, preenchido com um meio condutor, geralmente aquoso, sob a
influéncia de um campo elétrico, procedendo-se entdo a separagdo das espécies € a
migracdo das mesmas em direcao ao eletrodo oposto, passando por um detector capaz
de identificar a sua presenca, enviando uma resposta a um integrador ou computador
(Baker, 1995; Altria, 1996).

A eletroforese capilar tem conquistado a atencdo da comunidade cientifica
internacional, como uma poderosa técnica alternativa para a separagcdo e analise de
compostos nas mais diversas areas, inclusive a ambiental. A alta eficiéncia de
separacdo, a baixa quantidade de reagentes e amostras necessérias, aliada a
possibilidade de analisar diversos tipos de moléculas devido as suas diversas
modalidades, faz da eletroforese capilar uma técnica de separagdo altamente

desejavel.

2.8 Utilizacao de residuos para producao de cogumelo

Sendo o cultivo de cogumelos comestiveis um dos processos de bioconversao
de residuos lignocelulésicos mais economicamente viaveis, Buswell et al. (1996)
estudaram os trés tipos de cogumelos mais cultivados comercialmente Lentinula
edodes, Pleurotus sajor-caju e Volvariella volvacea, os quais exibem habilidades
variadas na utilizacdo de residuos lignoceluldésicos como substrato de crescimento.
Uma avaliacdo das principais enzimas lignoceluloliticas envolvidas mostrou uma

diversidade qualitativa entre esses cogumelos. P. sajor-caju mostrou-se das trés
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espécies a mais adaptada, podendo crescer numa grande variedade de residuos
agricolas de diferentes composicoes em termos da razao entre polissacarideo/lignina.

A possibilidade de emprego de residuos industriais para o cultivo de Pleurotus
sp. foi exemplificada por Tautorus (1985) e Rajarathan et al. (1992). A polpa e os
residuos da fabricacdo do papel sao exemplos de residuos celulésicos que sao
dispostos no ambiente causando problemas ambientais. A producdo do cogumelo
comestivel Pleurotus sajor-caju foi obtida empregando-se como substrato de cultivo
uma mistura do lodo da polpa de celulose com os residuos da indlstria de maca.

Kannan & Oblisami (1990) estudaram o mecanismo de degradacao do lodo
residual solido da fabricacao do papel por Pleurotus sajor-caju. Esse residuo é rico em
celulose e ligninas residuais e compostos relacionados. Nessa fermentacao sélida,
observou-se que as atividades de endo e exoglucanases estiveram diretamente
relacionadas a degradacao da celulose, gerando glicose para a inducao de glicose
oxidase, o periodo de incubacao correspondeu a corrida do micélio ou desenvolvimento
inicial do fungo.

Sanjust et al. (1991) estudaram trés espécies de Pleurotus na degradacao de
residuos aquosos da industria de azeitonas. Esse residuo é particularmente rico em
compostos fendlicos relacionados a lignina, os quais sao também substratos para
atuacao da lacase. As trés espécies estudadas cresceram satisfatoriamente nesse
residuo e produziram grandes quantidades de lacase extracelular com concomitante
destruicdo dos compostos fendlicos presentes no residuo.

Outros residuos industriais potenciais sao citados por Rajarathanam et al. (1992),
tais como bagaco de citronela (utilizada para extracao de 6leos essenciais), restos da

extragdo do linho, casca de laranja e residuos das destilarias de uvas.
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Um outro aspecto que vém sendo pesquisado, € 0 emprego dos substratos
residuais do cultivo desses cogumelos. Em geral, os residuos lignocelulésicos tornam-
se mais sollveis, contendo altas quantidades de acucares livres, menor quantidade de
lignina, uma estrutura celulésica com menor polimerizacao, aumento no teor de cinzas e
presenca de varias enzimas.

Além dos residuos agroindustriais normalmente pesquisados (palha de trigo e
residuos de algodao) e que tem potencial ou vém sendo utilizados comercialmente na
producao de cogumelos citam-se: as palhas de cereais, residuos de leguminosas e de
semente de oleaginosas, polpa de café, bagaco de cana, sabugo de milho e residuos
da folha de bananeira (Ortega et al., 1992; Rajarathanam et al., 1992; Guzman et al.,
1993; Patra & Pani, 1995; Ragunathan et al., 1996).

A possibilidade de empregar-se varios residuos, evidenciando o carater
ecolégico na melhora ambiental com um ciclo de vida na producao de cogumelos
menor, e com maior potencial de bioconversdo, tém ocasionado a maior difusdo do
cultivo de Pleurotus sp., bem como o aumento de seu consumo em todo o mundo. No
Brasil, esse cogumelo vem sendo cultivado em bagaco de cana oriundo de usinas, nao
necessitando de fermentacao prévia, devido a baixa concentracdo de acucares (Bononi
et al., 1999). Outro material lignocelulésico empregado para o cultivo de Pleurotus sp.
com sucesso foi a folha de bananeira senescente (Sturion & Oetterer, 1995).

Das consideracdes acima descritas pode-se, com a descoloracdo do residuo
liqguido de efluentes das industrias téxteis por acdo de enzimas de basidiomicetos,
melhorar a descarga poluente em aguas, referente a presenca dos corantes. Ainda a

utilizacdo do lodo residual misturado aos residuos lignocelulésicos pode conduzir a
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mineralizagdo dos corantes e pelo processo biodegradativo obter-se um material com

potencial de produzir cogumelos comestiveis.

2.9 Cogumelos comestiveis

Com relacao aos cogumelos, comenta-se em literatura que aproximadamente
2000 espécies podem ser potencialmente comestiveis, porém, apenas 25 deles sao
normalmente utilizados na alimentacdo humana e menos ainda sdo comercialmente
cultivadas. No Brasil, a primeira espécie a ser cultivada foi o champignon de Paris
(Agaricus bisporus). Outras espécies atualmente cultivadas sdo a caetetuba ou
cogumelo gigante (Pleurotus ostreatus) e o shiitake (Lentinula edodes) (Bononi et al.,
1999).

O Pleurotus € um cogumelo que pode ser encontrado praticamente no mundo
todo, sendo frequente também nas matas brasileiras. Seu modo de vida é como
decompositor de matéria vegetal, principalmente de madeiras e, portanto, é facilmente
encontrado nas florestas. Até a década de 70 o seu consumo era basicamente pela
coleta destes cogumelos diretamente na natureza, e a partir de entdo iniciou-se o
cultivo em escala comercial. Por ser um cogumelo de sabor bem acentuado e por haver
disponibilidade deste no mercado, o consumo aumentou significativamente nestes
ultimos anos e, hoje em dia, ele ocupa o quarto lugar de producdo mundial de
cogumelos comestiveis. E conhecido pelos orientais como hiratake, € no caso de
cogumelos colhidos menores e crescidos sob condicbes de menor iluminacao e

ventilacédo, tem sido denominados de shimeji (Bononi et al., 1999).
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Nutricionalmente, os cogumelos constituem boa fonte alimentar, a composicao
de gorduras, carboidratos, vitaminas, etc. varia de acordo com cada espécie e também
com o substrato utilizado no seu cultivo. Os cogumelos também sao fontes de
aminoacidos, contendo todos os essenciais e alguns nao-essenciais; contém minerais,
como calcio, potassio, iodo e fosforo; e vitaminas, entre elas tiamina, riboflavina, niacina
e 4cido ascorbico, além de outras relacionadas ao complexo B. Se comparado com
outros alimentos, os cogumelos s6 possuem teor de proteinas menor que a soja, dentre
0s vegetais, e se compara com produtos de origem animal (Bononi et al., 1999).

Pesquisas indicam, que estes possuem varias substancias de importancia
medicinal, conferindo maior resisténcia natural a doencas viréticas (gripe), reduzindo o
colesterol, reforcando o sistema imunolégico e combatendo tumores. Como
praticamente nado contém gorduras, considerado um alimento dietético, é de uso

liberado em dietas de emagrecimento (Ferreira, 1998).
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3 OBJETIVOS

- verificar se as linhagens de Pleurotus sajor-caju utilizadas, necessitam de fonte de

lignina para descoloragao do corante presente no efluente liquido;

- avaliar o potencial enzimatico dos fungos e verificar a capacidade de descoloragcéao de

efluente téxtil em meio sélido e liquido;

- estudar os metabdlitos obtidos através do processo de biodegradacao, em relacao a

atividade enzimatica, potencial de toxicidade e caracterizacdo dos produtos de

degradacéo;

- avaliar alteracao estrutural do bagaco de cana contendo efluente sob acédo dos fungos

com auxilio de microscopia eletrénica de varredura;

- verificar se o efluente influencia na formacao de corpos de frutificagdo dos fungos.



42



43

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Sistemética e Fisiologia Microbiana
(Depto. de Ciéncia de Alimentos/ FEA/ UNICAMP) e no Laboratorio de Ecotoxicologia

(CENA/ USP — Piracicaba).

4.2 Materiais

4.2.1 Espécie/ linhagens de fungos

Foram empregados os fungos basidiomicetos comestiveis Pleurotus sajor-caju
(CCB 020) — (F2), doado pela Colecao de Culturas de Basidiomicetos da Secédo de
Micologia e Liquenologia do Instituto de Botanica de Sao Paulo e Pleurotus sajor-caju
(PSC 94/03) — (F6), doado pela Area de Biotecnologia e Microbiologia Agricola da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade Estadual Paulista - Campus de

Botucatu, SP.

4.2.2 Corante

Foi empregado o corante indigo carmina (Indigo BAN 30) em solucao aquosa
30% cedido pela Industria Téxtil na forma em que esta o adquire, sendo a concentracao
utilizada de 0,02% (p/v), bem como o efluente liquido equalizado, contendo o corante e
coletado na caixa de entrada anterior a lagoa de lodo ativado, da estacao de tratamento

de efluente de uma empresa téxtil da cidade de Americana-SP (Figura 03).
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E.T.E. Inddstria textil
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I I Sanitdrios e cozinha
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decantador| « |decantador
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Lodo centrifugado Efluente tratado

S
Disposigdo do lodo \

Figura 03 — Esquema simplificado da estacdo de tratamento de efluente de uma

industria téxtil, situado no Municipio de Americana-SP (G - goma; C - corante).

4.2.3 Fonte de lignina
Bagaco de cana desidratado, esterilizado através de radiacdo gama e

fragmentado em moinho (50-100 mm).



4.2.4 Meios de cultura

MEA (malte; extrato de levedura; agar)

Extrato de malte..........ccovieee 209
Extrato de levedura...........ccccceeiiiiiinnnnne. 29
AQAr..oiiiiii e 2049
Agua destilada..........cccocuevverieeeeen 1000 mL

Meio Minimo para Fungos (Pontecorvo et al., 1953, modificado)

Tartarato de amoénia..........ccccevevevvveeennnnn. 0,22 g
Fosfato de potassio monobasico............. 1,59
Cloreto de potassio.........ooccuvviieeeiiieennnns 0,59
Sulfato de magnésio.........cccccceveiiiinnnneen. 0,59
Sulfato de ferro.......covvveveeeeeiieiiieiiiiieeeeee 0,0001 g
Sulfato de zinCo........cccevveeeveieiiiiieeeeeee 0,0001 g
Tampao acetato de sédio........................ 2,729
(€] [ToTo 1] =T 10 g
Agua destilada...........ccoeeevvviieeeenn 1000 mL

Meio para Hydra attenuata

(@] o] =] (o X e [= o= | o] [ 1 294 g

N-tris  (hidroximetil) acido metil 1-2-aminoetanesulfonico (tampéao
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Meio para alga Selenastrum capricornutum (1000x)

Solugao estoque de micronutrientes

Solugéao 1

Cloreto de Magn@Sio........ueuuiieeiiiiiiiiiiieiee e
Cloreto de CAICIO. ....ceeiiieie e
ACIAD DOFICO. v enenne e
Cloreto de manganeés.........cccuuiiiiieiee e
ClOreto de ZINCO......oueeiiieeeee e
ClOreto de ferr0... oo i
Cloreto de Cobalt0.........cuueiiiiiee e
Molibidato de SOAI0........cuueeieiiiiieee e
Cloreto de CODIe.... ..

ACIHO 1E1rA-8CEHICO .. veeeeeeee oo

Solucdes de macronutrientes:

Solugéao 2

NItrato A SOAIO. . cen e

Solucgéo 3

Sulfato de MagnN@sio........coueiviiiiiiiiiiiiie e

Solucéao 4

Fosfato de potassio.........ccceeeeeeeiiiii i

6,08 g
2,20 g
92,80 mg
208,0 mg
1,64 mg
79,9 mg
0,714 mg
3,63 mg
0,006 mg

150,0 mg

255¢

14,7 g

1,044 g
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Solucao 5

Bicarbonato de SOI0.........ooouiiiiiiiiiee e 15,0 ¢

OBS: Todos o0s meios esterilizados a 121°C / 1 atm por 15-20 min.

4.3 Métodos

Inicialmente foram realizados procedimentos para verificar se as duas linhagens
de Pleurotus sajor-caju selecionadas, necessitavam de fonte de lignina para descolorir
o corante presente no efluente téxtil; posteriormente foram conduzidos experimentos
para avaliar o potencial enzimatico dos fungos; estudo com os metabdlitos obtidos
através do processo de biodegradacao, em relacao a atividade enzimatica, potencial de

toxicidade e caracterizacado dos produtos de degradacao.

4.3.1 Descoloracao de efluente por Pleurotus sajor-caju em meio soélido

Para verificar a necessidade de um indutor (lignina) na degradacédo do corante
presente no efluente, foi realizado um experimento utilizando efluente equalizado
proveniente de industria téxtil diluido em agua destilada (1:1, v/v), sendo adicionado a
este, 2% de agar; (correspondente ao tratamento controle) e para o tratamento com
lignina, foi adicionado mais 2% de bagaco de cana moido. As misturas foram
autoclavadas a 121°C, 1 atm, durante 20 min e logo em seguida, aproximadamente 20

mL foram vertidas em placas de Petri.
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Posteriormente, foi repicado um disco (0,5 cm ¢) no centro da placa de Petri
contendo micélio de Pleurotus sajor-caju CCB 020 (F2) e Pleurotus sajor-caju PSC
94/03 (F6), procedentes de colénias com 8 dias de idade crescidas em meio MEA
(malte, extrato de levedura, agar). As placas foram incubadas no interior de estufa BOD,
a 28°C, sob condi¢édo de escuro e apds 30 dias, a descoloracao do efluente foi avaliada
através de reflectancia.

O procedimento da avaliagdo de reflectancia (medida de cor de objeto opaco)
consistiu no uso de um espectrofotdmetro (Minolta Chroma Meter CR-200), o qual emite
um feixe de luz sobre o material e em seguida captura a luz refletida, fornecendo trés
parametros representados pelas letras “L” (cor variando de preto a branco), “a” (de
verde a vermelho) e “b” (de azul a amarelo), numa escala compreendida entre 0 e 100

para o parametro “L” e -60 a +60, para os demais parametros (Anexo A — pag. 139).

4.3.2 Descoloracao de corante em bagaco de cana contendo efluente / corante
técnico

Foram colocados em frascos Erlemeyers (125 mL), 5 g de bagaco de cana
moido e 30 mL de efluente equalizado e para o outro tratamento, 30 mL de meio
minimo para fungos contendo corante indigo (0,02%). O material em triplicata foi
autoclavado a 121°C, 1 atm, durante 20 min.

Posteriormente, foi adicionado a estes, trés discos (0,5 cm ¢) contendo micélio
das duas linhagens de P. sajor-caju (F2 e F6), procedentes de coldnias com 8 dias de

idade crescidas em meio MEA e o controle consistiu em material sem inoculacdo dos
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fungos citados. Os frascos foram incubados no interior de estufa BOD, a 28°C, sob
condicao de escuro.

Apés a verificacao visual de descoloracdo do material, foi adicionado 30 mL de
agua destilada e com auxilio de espatula, este foi homogeneizado e posteriormente
filtrado em papel de filtro (Whatman n.1). A descoloracdo do corante presente no
bagago foi avaliada através do método de reflectancia (item 4.3.1 — pag. 47), com o

material que ficou retido no papel de filtro.

4.3.3 Influéncia do tempo de incubacao dos fungos na descoloracao do efluente

4.3.3.1 Preparo do material de incubacao

Foram colocados em frascos Erlemeyers (125 mL), 3,5 g de bagaco de cana
fragmentado, 1,5 g de farelo de trigo e 30 mL de agua. O material foi autoclavado a
121°C, 1 atm, durante 20 min.

Posteriormente, foi adicionado a estes, trés discos (0,5 cm ¢) contendo micélio
das duas linhagens de P. sajor-caju (F2 e F6). O controle consistiu em material sem
inoculacdo do fungo. Os frascos foram incubados no interior de estufa BOD, a 28°C,

sob condicao de escuro.
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4.3.3.2 Obtencao de extratos para determinacdao da atividade de enzimas
ligninoliticas

O liquido intersticial foi coletado, aos 7, 14 e 21 dias de incubacdo. Foi
adicionado 30 mL de &gua destilada e o material foi homogeneizado com auxilio de
espatula e em seguida filtrado em papel de filtro Whatman (n.1). O liquido obtido foi
centrifugado a 2687,3 g por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para a determinacao
da atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidade e manganés peroxidase —

item 4.3.6 — pag. 52).

4.3.3.3 Descoloracao em meio solido

Foi adicionado aos frascos Erlemeyers contendo o material de incubacao, aos 7,
14 e 21 dias, 15 mL de efluente liquido ndo-autoclavado. Em seguida homogeneizado
com auxilio de espatula, e mantido na BOD 28°C, em condicdes de escuro, sendo
posteriormente, a observacdo do tempo de descoloracdo total do material realizada,

através de avaliacao visual.

4.3.3.4 Descoloracao em meio liquido

O extrato obtido segundo o item 4.3.3.2 (pag 50), foi misturado ao efluente
liquido diluido em 4 concentragdes diferentes, e a avaliagdo da descoloragao realizada
através de leitura de absorbéancia, com auxilio de espectrofémetro, 0 (zero) e 72 horas.
O controle consistiu de extratos (obtidos das duas linhagens de P. sajor-caju - F2 e F6)

fervidos a 100°C durante 20 min.
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A determinacdo do comprimento de onda adequado para leitura da absorbancia
do material, foi realizada diluindo o efluente dez vezes no material obtido segundo o
item 4.3.3.2 (pag. 50) (sete dias de incubacédo) e realizado posteriormente uma

varredura através de espectrofotdmetro.

4.3.4 Obtencao de liquido intersticial para determinacao do potencial
Hidrogenidnico (pH), da atividade de enzimas ligninoliticas e execucao dos testes

de toxicidade.

Foram colocados em frascos Erlemeyers (125 mL), 5 g de bagaco de cana
moido e 30 mL de efluente equalizado e como controle, foi utilizado 30 mL de meio
minimo para fungos (para verificar se 0s metabdlitos produzidos pelos fungos
apresentam efeito téxico). O material foi autoclavado a 121°C, 1 atm, durante 20 min.

Posteriormente, foi adicionado a estes, trés discos (0,5 cm ¢) contendo micélio
dos fungos F2 e F6 e o controle abibtico consistiu em material sem inoculacao do
fungo. Os frascos foram incubados no interior de estufa BOD, a 28°C, sob condicdo de
escuro.

Foi coletado amostras com intervalo de 3 dias, até a descoloracao total do
efluente, foi adicionado 30 mL de agua destilada e o material foi homogeneizado com
auxilio de espatula e em seguida filirado em papel de filtro Whatman (n.1). O liquido
obtido foi centrifugado a 2687,3 g por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para
determinacao de pH e determinacdo da atividade das enzimas ligninoliticas. Para a
conducao dos experimentos de toxicidade, foram empregadas amostras, obtidas apés a

descoloragao total, aos 14, 20 e 40 dias de incubacéo.
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4.3.5 Determinacao do potencial Hidrogeniénico
A determinacao de pH das amostras obtidas segundo o item 4.3.4 foi realizada

com auxilio de pHmétro (Hanna instruments HI 8314) calibrado com tampao a pH 4,0;

7,0e10,0.

4.3.6 Determinacao da atividade de enzimas ligninoliticas

4.3.6.1 Lacase (Szklarz et al., 1984, modificado)

Foi realizada empregando-se siringaldazina como substrato enzimatico. A
mistura da reacdo foi composta de 0,6 mL de sobrenadante (obtido através da
centrifugacao do filtrado — 2687,3 g / 10min); 0,1 mL de tampéao citrato-fosfato 0,05 M
(pH 5,0); 0,1 mL de agua destilada e 0,1 mL de siringaldazina (0,1% em etanol).

A oxidacao da siringaldazina (es25= 65.000/Mcm) até quinona foi acompanhada
durante 10 min a 525 nm, sendo a atividade expressa em Ul/L (unidade

internacional/Litro - onde unidade internacional significa umol.min)

4.3.6.2 Manganés peroxidase (Kuwahara et al., 1984)

A atividade desta enzima foi determinada avaliando-se a oxidacdo do vermelho
de fenol (€610 = 4460 mol/cm) na presenca de manganés e H>O.. A reacéao foi obtida
mediante a mistura de 0,5 mL do extrato enzimatico; 0,1 mL de lactado de sddio 0,25
M; 0,05 mL de MnSQy; 0,2 mL de albumina bovina 0,5%; 0,1 mL de vermelho de fenol

0,1%; 0,05 mL de H.O, em tampao succinato de sédio 0,2 M pH 4,5. A mistura foi
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incubada a 30°C por 5 min e a reacao interrompida pela adicdo de 0,04 mL de NaOH

2,0 N. A absorbéancia foi lida a 610 nm e a atividade expressa em UI/L.

4.3.6.3 Peroxidase (Szklarz et al., 1984, modificado)

A determinacdo da atividade de peroxidase foi realizada, empregando-se a
siringadalzina como substrato enzimatico. A mistura da reacao foi composta de 0,6 mL
de sobrenadante, 0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0), 0,1 mL de H>O. 2,0
mM e 0,1 mL de siringadalzina (0,1% em etanol). A absorbancia foi lida a 460 nm e a

atividade expressa em UI/L.

O célculo da atividade enzimatica segue a formula:

Enzima UI/L = A Abs x 10°

e xRBRxT

onde:

A Abs = Absorbancia final - Absorbancia inicial.

e = coeficiente de extincdo da enzima, dependente do comprimento de onda em que é
lida (460 nm = 29400 L/M.cm, 525 nm = 65000 L/M.cm, 610 nm = 4460 L/M.cm).

R = volume, em mL, do sobrenadante utilizado na reacgao.

T = tempo de reacéo.
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4.3.7. Avaliacao da toxicidade empregando-se bioindicadores

4.3.7.1 Teste com semente de alface (Lactuca satival.)

Os testes foram realizados utilizando-se procedimentos padronizados pelo
National Water Research Institute (NRWI), verificando-se a inibicdo da germinacéao e a
elongacéao da raiz apds 48 horas de exposicao (Dutka, 1989).

O material obtido segundo o item 4.3.4 (pag. 51), foi filtrado através de
membrana (Millipore — 0,22 um) e diluido nas concentragdes de 50; 25; 12.5; 6.25;
3.125 e 1.56 % em agua destilada e 2 mL de cada solucao foram utilizadas para
embeber discos de papel de filtro (Whatman n.1) colocadas no interior de placas de
poliestireno (9 cm ¢). Para controle negativo de toxicidade, foram empregados 2 mL de
agua destilada. Foram colocadas em cada placa, 20 sementes de alface.

As placas foram incubadas em temperatura ambiente, envoltas em papel
aluminio e ap6s 48 horas, a avaliagdo da germinacao das sementes e do tamanho das
raizes germinadas foi realizada com auxilio de papel milimetrado. A porcentagem da

variacao de crescimento foi calculada segundo a equacao:

% var. crescimento = comprimento médio amostra — compr. médio controle x 100

compr. médio controle

O bioensaio com sementes de alface é um ensaio estatico de toxicidade aguda
(48 h de exposicao) em que se avalia os efeitos fitotéxicos de um composto puro ou de
uma mistura complexa no processo de germinacdo das sementes e no crescimento das

raizes durante os primeiros dias de crescimento. Como pontos finais para a avaliacao
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dos efeitos fitotdxicos, se determina a inibicdo na germinagéo e a inibicdo na elongacao
da raiz. E importante destacar que durante a germinacdo e os primeiros dias de
desenvolvimento da plantula, ocorrem numerosos processos fisiolégicos na qual a
presenca de uma substancia téxica pode interferir, alterando a sobrevivéncia e o

desenvolvimento normal das plantas.

4.3.7.2 Teste com Hydra attenuata

Os testes de toxicidade aguda com Hydra attenuata foram realizados de acordo
com os procedimentos padronizados pelo Centre Saint-Laurent (Blaise & Kusui, 1997)

O extrato obtido segundo o item 4.3.4 (pag. 51) foi filtrado através de filtro
(Millipore) com poros de 0,22 um.

Foi adicionado a estas solucbes, cloreto de calcio e tampao TES (N-tris
(hidroximetil) acido metil 1-2-aminoetanesulfonico e posteriormente ajustado o pH para
7,0 £0,1 para manter o maximo de equilibrio as condicdes necessarias para as Hydras.

As solucgdes foram diluidas em meio para Hydras nas concentragdes de 50; 25;
12.5; 6.25; 3.125; 1.56% e somente meio como controle. O experimento de toxicidade
foi conduzido em microplacas de poliestireno contendo 12 “pocinhos” cada. Foram
realizadas 3 repeticbes para cada concentragcdo (4 mL por pocgo) e utilizadas 3
organismos para cada repeticdo. As avaliagcbes foram realizadas diariamente até 96
horas apds o inicio do experimento, sendo observadas a morfologia dos organismos
com auxilio de estereoscoépio. De acordo com a morfologia (na qual indica os niveis de
toxicidade), foi elaborado uma tabela que aponta as concentracbes que apresentam

efeitos letais e subletais para cada tratamento utilizado.
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A concentragdo limiar de toxicidade (LT) foi determinado de acordo com os
valores de NOEC (concentracdo onde nenhum efeito foi observado) e LOEC
(concentragao onde foi observado menor efeito), seguindo a férmula:

LM = (NOEC x LOEC)'?

4.3.7.3 Teste com alga

A alga Selenastrum capricornutum obtida da Colecao de Culturas Americana
(ATCC n. 22662), foi transferida para meio de cultura 1x (preparado adicionando 1 mL
de cada uma das solugcdes estoques 1000x para 1 L de agua destilada e autoclavado
posteriormente). A cultura foi incubada sob iluminagdo continua com lampadas frias
fluorescentes (4.000 = 10% lux) a 25 + 2°C e agitada manualmente por poucos
segundos, trés vezes ao dia. No quinto dia de repicagem, a populagao da alga foi
enumerada com auxilio de hematocitémetro e microscopio éptico e 2 mL de meio foi
ajustado para a concentragdo de 2,6 x 10° cel./mL, sendo posteriormente adicionado 18
mL de meio 18x (preparado adicionando 18 mL de cada uma das solucdes estoque
1000x para 1 L de agua destilada). Obtendo-se portanto, 20 mL de solucao com
densidade de 2,6x10° cel./mL.

O volume de 100 uL desta solucao, foi transferido para frascos contendo 2,5 mL
de meio 1x (autoclavado), correspondendo ao tratamento controle e, para os frascos
contendo as amostras obtidas segundo o item 4.3.4 (pag. 51), e filtradas em membrana
(Millipore 0,22 um) nas diluicées de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125% (a diluicdo foi realizada
com meio 1x). Sendo que a concentracdo de algas no inicio do teste foi de 1x10*

cel./mL. Os frascos foram vedados com filme plastico transparente e incubados sob
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condicao de luminosidade continua (4.000 £ 10% lux) , a 25°C por 72 h, sendo
realizado agitacdo manual trés vezes ao dia.
Apés 72 horas, o teste foi avaliado realizado-se a contagem das células,

empregando-se hematocitémetro com auxilio de microscépio optico (Blaise et al., 2000).

4.3.8 Caracterizacao de metabolitos secundarios (3,4-dicloroanilina) através do

uso de eletroforese capilar

4.3.8.1 Preparagao da amostra

Foram colocados em frascos Erlemeyers (125 mL), 5 g de bagaco de cana
moido e 30 mL de efluente equalizado. O material foi autoclavado a 121°C, 1 atm,
durante 20 min.

Posteriormente, foi adicionado a estes, trés discos (0,5 cm ¢) contendo micélio
das duas linhagens de P. sajor-caju (F2 e F6). O controle abiotico consistiu em material
sem inoculacdo do fungo. Os frascos foram incubados no interior de estufa BOD, a
28°C, sob condicdo de escuro.

Ap6s 30 dias de incubacado, foi adicionado 30 mL de agua destilada, e o
contetdo dos frascos foi homogeneizado com auxilio de espatula sendo o material
filtrado em papel de filtro Whatman (n.1). O filtrado obtido foi centrifugado a 2687, 3 g
durante 15 min e o volume de 50 mL do sobrenadante foi concentrado em rota-
evaporador a 60°C até aproximadamente 10 mL e em seguida, foi realizado o "clean-
up" da amostra, passando em resina cati6nica. Posteriormente, a amostra foi

concentrada novamente em rota-evaporador a 60°C até a secagem completa e o
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residuo obtido foi ressuspenso em 5 mL de tampé&o borato 0,1 M pH 9,3, sendo

novamente filtrado através de filtro (Millipore) com poros de 0,45 um (Armas, 2002).

4.3.8.2 Analise por fluorescéncia induzida por laser (LIF)

Para analise dos metabdlitos por LIF, foi empregado um aparelho de Eletroforese
Capilar Beckman P/ACE System 5510 (Laboratério de Cromatografia, IQSC/USP)
equipado com lasers de ion-argbnio de 488 nm e hélio-cadmio de 325 nm. Foram
empregados capilares de silica-fundida nao tratada com 57,0 cm de comprimento total
(c.t.), 50,0 cm de comprimento efetivo (c.e.) e 75 um de diametro interno (d.i.) (Armas,
2002).

Segundo Molina & Silva (2001), foi efetuada a derivatizacdo de 400 uL da
solucdo obtida segundo item anterior e padrao de 3,4-dicloroanilina em 100 uL de
tamp&o bicarbonato de sédio 0,65 mol L™ pH 8,7 com 500 uL do agente derivatizante
isocianato de fluoresceina “FITC” isémero | 98% 2 mmol L' preparado em acetona. A
mistura foi homogeneizada e mantida no escuro a 40°C por 5 horas, sendo,
posteriormente, mantida a -20°C até a andlise.

A separacao foi realizada por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) em
tampao tetraborato de sédio 5 mmol L™ acrescido de surfactante anidnico Triton X-100
20 mmol L-1 e &cido bérico 4,5 mmol L'; pH 9,5; temperatura de 25°C; injecdo
hidrodinamica por 1 seg. a 0,5 psi; voltagem de 28 kV; deteccédo por fluorescéncia
induzida por laser, com excitagdo em 488 nm e emissao em comprimentos de onda

superiores a 520 nm.
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4.3.9 Analise de material através de microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras de bagaco de cana contendo o efluente, tratadas e nao tratadas
pelos fungos F2 e F6, foram obtidas da mesma forma como descrito no item 4.3.8.1
(pag. 57) (30 dias de incubacgao), sendo o material de estudo, aquele retido no papel de
filtro.

Segundo BAL-TEC, 1999 (modificado), as amostras foram fixadas em solucéo de
glutaraldeido (2%) em tampao cacodilato de sédio (0,2 M pH 7,2). Em seguida foram
desidratadas em  banhos sucessivos de 10 min, em solucbes de etanol de
concentracdes crescentes entre 30 e 100%, e submetidas a um tratamento critico de
pressao e temperatura (ponto critico), no qual todo alcool das amostras, foi substituido
gradualmente por COs..

Posteriormente, as amostras foram tratadas com banho de ouro em Sputter
Cater mod. SCD 050, para aumentar sua condutividade elétrica, e foram mantidas em
dessecador até visualizagdo em MEV.

As observacdes foram realizadas em Microscépio Eletronico de Varredura (Zeiss,
modelo 940 A), operando-se entre 10 e 15 kv de aceleracdo de corrente e uma
distdncia de 15 mm entre as amostras e o filamento de tungsténio, em todas as
analises. As imagens obtidas foram armazenadas em disquetes e posteriormente

selecionadas.
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4.3.10 Obtencao de corpos de frutificacao de Pleurotus sajor-caju em bagaco de

cana contendo efluente téxtil

Foram colocados em sacos de polietileno, 100 g de bagaco de cana fragmentado
e adicionados 500 mL de efluente liquido equalizado e para o tratamento controle,
colocou-se 500 mL de meio minimo para fungos. O material foi autoclavado a 121°C, 1
atm, durante 20 min. No dia seguinte, os sacos foram inoculados com 25 g de gréao de
trigo (4%) contendo micélio de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) e estes foram incubados
no interior de BOD, em condicées de escuro, a 28°C. No décimo quarto dia de
incubacao, foram realizados pequenos furos nos sacos de polietileno, para permitir
maior oxigenacao e assim induzir a producao dos corpos de frutificacdo. A avaliacao foi
realizada através de anadlise visual, quatro dias ap6s, observando-se a formagao ou nao

dos mesmos.

4.3.11 Analise estatistica

Para analise dos resultados, foi adotado o software "R: A Programming
Environment for Data Analysis and Graphics”, versao 1.7.1, 2003.

Os resultados de reflectancia (variaveis L, a e b) dos experimentos de
descoloragao (dispostos em delineamento inteiramente casualizado) foram submetidos
a transformacao Box-Cox, quando necessario, e a analise de variancia (ANOVA) e teste
de comparagao multipla de médias de Tukey (pacote multcomp) a 5% de significancia.
Foram aplicados os testes de Bartlett para analise de homogeneidade de variancia e de

Shapiro-Wilk para normalidade dos residuos.
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Os experimentos de avaliagdo de atividade enzimatica seguiram um
delineamento inteiramente casualizado e foram analisados em um esquema fatorial
(dias x tratamentos). Os resultados, transformados por Box-Cox, quando necessario,
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e avaliacdo de normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparacao multipla de médias adotou-se o
teste de Tukey (funcéao TukeyHSD, pacote base) ao nivel de 5% de probabilidade.

Os valores de CEsg para as variaveis percentual de germinacao de sementes e
elongacao de raizes de alface foram calculados a partir de regressao polinomial de
ordem 1, 2 ou 3, enquanto que para a variavel percentual de inibicao de crescimento de
algas, os valores de CEso foram obtidos a partir de regressao logaritmica.

Para avaliacdo dos efeitos de diferentes concentragbes de amostras teste em
relacdo ao controle (concentracdo zero), para os bioensaios com alface e alga, adotou-
se 0s seguintes procedimentos. Para os dados com homocedasticidade e normalidade,
transformados ou nao por Box-Cox ou log(e), utilizou-se ANOVA e comparacao multipla
pelo método de Dunnett (pacote multcomp) a 5% de significancia. Para os casos com
presenca de valores zero, onde nao foi possivel uma transformagéo normalizadora ou
homogeneizadora de variancias, adotou-se o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de comparacao mdultipla nado paramétrica de Behrens-Fisher (pacote

npmc) a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descoloracao de efluente por P. sajor-caju em meio solido

Apoés a inoculacao do fungos, as placas de Petri contendo o efluente diluido com
e sem bagaco de cana foram avaliadas através de anadlise visual, verificando-se a
descoloragcao completa do efluente por volta dos trinta dias somente nas placas que
continham o bagaco de cana. O crescimento do micélio dos fungos foi similar nos dois
tratamentos, no que se refere a velocidade e morfologia, a diferenca observada, é que
nas placas onde somente havia efluente diluido, o meio de cultura manteve-se da
mesma cor comparado ao controle, onde o fungo ndo havia sido inoculado. Ja nas
placas, onde havia bagag¢o de cana, péde ser verificado a descoloracdo completa do
efluente, onde a cor azulada deste deixou de existir, apresentando-se o meio numa
coloracgao clara (Figura 04). De acordo com os resultados deste experimento, podemos
supor que os fungos empregados, necessitam de uma fonte de lignina para
promoverem a descoloracdo do corante presente no efluente da industria téxtil em
estudo. Isto indica que o sistema implicado com a descoloragdo é indutivo e
ligninolitico, resultados semelhantes foram observados por Platt et al. (1985) na
descoloracao do corante polivinalina antraquinona sulfonada (poly blue) por Pleurotus
florida que s ocorreu quando o fungo foi previamente cultivado em substrato contendo

palha de algodao.
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Figura 04 - Descoloracao de efluente téxtil diluido 50%, acrescidos ou ndo de bagaco

de cana por Pleurotus sajor-caju (F2 e F6).

A andlise visual comprovada através de ilustracéo, fornece resultados precisos,
mas entretanto, ndo se obtém dados comparativos para que seja possivel serem
realizados analises estatisticas e assim tornar os resultados mais confidveis. Mediante
a caréncia deste tipo de informacéo, foi realizado também, leituras de reflectancia, onde
com o auxilio de um aparelho, um feixe de luz foi emitido sobre o material e em
seguida, o brilho capturado, fornecendo dados representados pelas letras L, a e b em

uma escala tridimensional, como descrito no item 4.3.1 (pag. 47).
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De acordo com a Figura 05, onde podemos observar a distribuicdo dos pontos
relativos a cada tratamento (3 repeticbes) em escala tridimensional (L, a, b), verificamos
que as placas contendo efluente sem bagaco de cana inoculados com os fungos, onde
nao foi observada a descoloracdo, estdo representadas por pontos localizados
préximos aos pontos representados pelas placas controle (sem fungo). Entretanto, as
placas contendo efluente com bagaco inoculadas, estdo representadas por pontos
distantes ao controle, implicando no fato de apresentarem coloracao diferente.

Os dados foram dispostos tridimensionalmente na Figura 05, para permitir uma
melhor comparagédo entre os tratamentos, e é conveniente comentar que os dados
apresentaram diferencas significativas como pode ser observado na Tabela 09 (Anexo

C — pag. 144), onde apresentam dados de analises estatisticas.

I ——————
35
]

30 A . L 4

4

25 A

20 A

Controle-sem
Controle-com
F2-sem
F2-com
F6-sem
F6-com

Escala L*

L 24 44 J¢)

Figura 05 - Escala tridimensional de dados referentes aos pardmetros L, a, b obtidos
através de reflectancia, do efluente diluido 50 %, acrescidos ou nao de

bagaco de cana, tratados com Pleurotus sajor-caju (F2 e F6).
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5.2 Descoloracao de corante em bagaco de cana contendo efluente / corante
técnico

Apos ter verificado a necessidade de fonte de lignina para que os fungos possam
promover a descoloracdo do corante, foram testadas varias proporcées de bagaco de
cana e efluente, afim de poder estudar e avaliar o processo de descoloracdo em
condigbes apropriadas e com maior eficiéncia, de modo que o bagago néo ficasse muito
encharcado ou seco, condi¢cdes estas, desfavoraveis para o crescimento do P. sajor-
caju. Foi escolhida portanto, a proporcéo de 5 g de bagaco de cana seco e fragmentado
para 30 mL de efluente liquido ou meio minimo contendo o corante (0,02%).

Foi avaliado a descoloracao do corante indigo, na forma purificada e diluida em
meio minimo para fungos, nas mesmas condigdes utilizadas para o efluente, para
verificar se os fungos apresentam a capacidade de descolorir 0 referido corante,
responsavel pela coloracao azul do efluente coletado na industria téxtil.

A descoloracao total, tanto do efluente quanto do corante técnico foi observada
aproximadamente aos 15 dias de incubagéo, através de andlise visual dos frascos
contendo os fungos (F2 e F6) (Figura 06). O padréao de descoloracdo do corante foi
semelhante para os dois tipos de materiais, sendo o corante técnico mais facilmente
descolorido por apresentar menor intensidade de cor.

Para realizar as analises através de reflectancia, houve a necessidade de retirar
o material dos frascos, pois o feixe de luz do aparelho deve incidir diretamente, sem a
interferéncia de vidro ou qualquer outro material (Figura 07).

Nota-se uma aspecto diferente em relagédo ao bagaco ainda contido nos frascos,

pois segundo o metodologia empregada, foi adicionado agua destilada, homogeneizada
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e em seguida filtrada em papel de filtro, procedimentos estes, que fragmentaram o
micélio dos fungos, deixando o material de forma homogénea.

O bagaco contendo o efluente sem o tratamento pelos fungos, apresentou uma
coloracédo esverdeada devido ao fato do corante ser azul e misturada com o bagaco
que possui coloracado palha. Enquanto que o material tratado pelo fungos, apresentou
uma coloracao alaranjada, devido a biodegradacao do corante presente no efluente.

Chaudhari (2003), avaliou a descoloracdo de efluente contendo corante vat
(indigo), utilizando um consoércio de bactérias em condigbes anaerdbias em reatores
semi-continuo, operando em varios tempos de retencdo, e verificou que o corante
indigo necessitou 5 dias de retencao para descolorir 95%.

Balan & Monteiro (2001a,b) estudaram a descoloragdo do corante indigo em
meio de cultura liquido por quatro espécies de fungos basiodimicetos e verificaram que
Pleurotus sajor-caju descoloriu 94% apos 4 dias de incubagéo.

Ranzani (2002), realizou estudos com vérias espécies de Pleurotus para
descolorir dois corantes utilizados na industria téxtil (indigo carmina e preto enxofre) e
selecionou duas espécies de Pleurotus sajor-caju para degradar lodo téxtil misturado
com bagaco de cana e folha de bananeira. Verificou que ap6s 30 dias de incubagao, os
fungos descoloriram totalmente o material, reduzindo o valor de varios parametros,

como DQO, fendis, fibra detergente neutro (FDN) e fibra detergente acido (FDA).
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Figura 06 - Bagaco de cana misturado com efluente téxtil, inoculados com Pleurotus
sajor-caju (F2 eF6) com 15 dias de incubacgao.

bagago + efluente  bagaco +
efluente + fungo

Figura 07 - Material homogeneizado a partir de bagaco de cana misturado com efluente
téxtil, inoculados com Pleurotus sajor-caju com 15 dias de incubacgao.
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De acordo com os resultados obtidos através da reflectancia, segundo a Figura
08, pertinentes ao experimento com meio minimo contendo corante técnico e a Figura

09, pertinentes ao experimento com o efluente liquido, podemos notar um

comportamento similar na distribuicdo dos pontos representados pelos tratamentos,
onde o material tratado pelos fungos, tanto o F2 como o F6 apresentam-se distantes do

controle, confirmando o fato de apresentarem coloragdes distintas.

A significancia dos dados, obtido por analises estatisticas estdo ilustrados nas

Tabelas 01 e 05 (Anexo C — pags. 142 e 143).

40

* 30

© O Controle
B A F2-corante
] 20 - < F6-corante

Figura 08 - Escala tridimensional de dados referentes aos parametros L, a, b obtidos

através de reflectancia, de bagaco de cana misturado com corante indigo
tratado com Pleurotus sajor-caju (F2 e F6).
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Figura 09 - Escala tridimensional de dados referentes aos parametros L, a, b obtidos

através de reflectancia, de bagaco de cana misturado com efluente
tratado com Pleurotus sajor-caju (F2 e F6).

5.3 Influéncia do tempo de incubacao dos fungos na descoloracao do efluente e

na producao de enzimas ligninoliticas

O bagacgo de cana foi suplementado com farelo de trigo, o qual trata-se de um
material de baixo custo, para promover um melhor crescimento dos fungos, pois no
bagaco encharcado somente com agua destilada, ndo foi observado o crescimento do

micélio da mesma forma aqueles crescidos no efluente, quanto ao aspecto de vigor e

velocidade.



75
5.3.1 Producao de enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase e MnP)

Foi verificado a atividade de enzimas ligninoliticas pelas duas linhagens de
Pleurotus sajor-caju nos trés periodos de incubacgéo (7, 14 e 21 dias), sendo observado
praticamente a mesma tendéncia para ambas em relacao a producao destas.

Em relacdo a enzima lacase (Figura 10), observamos uma maior atividade aos
14 dias de incubacdo, onde verificamos pico de producgéo para F2 (11,88 UI/L) e para
F6 (14,18 UI/L).

Para enzima peroxidase (Figura 11), notamos um comportamento um pouco
diferente, pois o pico de producéao para o F2 foi aos 21 dias de incubacédo (13,33 UI/L) e
para o F6 aos 14 dias (12,95 UI/L).

No caso da enzima manganés peroxidase (MnP) (Figura 12), o pico de producao
dos dois fungos, foi observado logo no sétimo dia de incubacéo (F2 13,49 e F6 18,25
UI/L).

Observamos que a maioria dos picos de producdo das enzimas avaliadas
ocorrem até o décimo quarto dia de incubacgéo, e partir desta data, provavelmente a
tendéncia, é que diminua a producéo destas.

De acordo com teste estatistico de Tukey (5%) (Tabelas 13, 14 e 15 - Anexo C
pag. 145), ndo foi verificado diferenca entre os valores para os dois fungos, diferindo
somente do tratamento controle.

Lang et al. (1998), estudaram a producdo de enzimas ligninoliticas utilizando
palha de trigo como substrato e verificaram que o micélio de Pleurotus sp., leva 14 dias
para colonizar todo o substrato, e que as enzimas lacase e manganés peroxidase sao

detectadas neste periodo.
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Figura 10 - Atividade enzimatica de lacase em extratos obtidos através do crescimento
de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana suplementado com
farelo de trigo.
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Figura 11 - Atividade enzimatica de peroxidase em extratos obtidos através do

crescimento de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana
suplementado com farelo de trigo.
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Figura 12 — Atividade enzimética de MnP em extratos obtidos através do crescimento
de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana suplementado com
farelo de trigo.

5.3.2 Descoloracao em meio solido

Verificando-se o potencial da produgdo de enzimas ligninoliticas pelas duas
linhagens de Pleurotus empregadas, em trés tempos de incubacédo (7, 14 e 21 dias).
Procurou-se entdo avaliar, se existe uma relagdo entre o potencial de descoloracéo e
atividade enzimatica.

Ap6s ter colocado o efluente liquido nos frascos junto com o inéculo, houve a
necessidade de homogeneizar o material com auxilio de espatula, com a finalidade do
micélio dos fungos ficarem o mais uniforme possivel em contato com o material a ser
descolorido. No sétimo dia, o material foi homogeneizado novamente, com 0 mesmo

objetivo.
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Através de andlise visual, foi observado o crescimento de novo micélio sobre o
material e concomitante descoloracdo do efluente, sendo que nos frascos incubados
aos 7 e 14 dias, a descoloragao total foi observada 9 dias apos ter colocado o efluente
e aos 21 dias, 0 mesmo foi somente observado no décimo primeiro dia, necessitando
portanto de dois dias adicionais de incubacdo. Tal comportamento foi observado da
mesma forma para as duas linhagens de Pleurotus (F2 e F6).

Ao tentarmos relacionar estes resultados com o potencial enzimatico avaliado,
verificamos que a atividade das enzimas MnP e lacase decrescem de acordo com o
tempo de incubacdo, sendo este comportamento observado principalmente com a
enzima MnP. Se considerarmos que as enzimas contribuem ou sao responsaveis pela
descoloragcao do efluente, o tempo maior de descoloracédo requerido nos frascos com
21 dias de incubacdo, provavelmente, deve-se a diminuicdo da atividade destas

enzimas ligninoliticas.

5.3.3 Descoloracao em meio liquido

Houve a necessidade de se fazer uma varredura do efluente, com auxilio de
espectrofébmetro, para determinar o comprimento de onda a ser utilizado para verificar a
porcentagem de descoloracdo das amostras neste experimento. Segundo o espectro
obtido (Anexo B — pag. 141), a absorbancia maxima foi observada no comprimento de
onda de 665 nm, sendo entdo este empregado para as leituras do material de
incubagédo misturados ao efluente liquido.

O objetivo deste experimento foi verificar se o extrato enzimatico obtido através

da incubacao dos fungos em bagaco de cana suplementado com farelo de trigo,
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quando misturados ao efluente liquido, seria capaz de promover a descoloracdo do
corante sem a presenca de suporte solido ligninolitico ou células fungicas.

Os extratos utilizados foram com 7, 14 e 21 dias de incubagao e posteriormente
a mistura destes com as diferentes concentracdes do efluente, foi realizada a primeira
leitura em espectrofotdmetro, correspondendo a zero hora, apds o periodo de 72 h,
outra leitura foi realizada novamente para verificar a possivel descoloracao.

Nao foi observado o processo de descoloracao de forma eficiente e significativa,
como pode se visto na Tabela 01, onde verificamos que a porcentagem de
descoloracdo de muitas amostras foram iguais a zero, e as que apresentaram algum
potencial, ndo passou de 28,37% (extrato de F2 misturados a 0,4 mL de efluente, com
14 dias de incubacao, lidos ap6s 72 horas).

De acordo com estes resultados, podemos supor que existe a necessidade de
um suporte solido de natureza ligninolitica ou a presenca de micélio, para que os
fungos empregados sejam capazes de promoverem a descoloracao do efluente téxtil.

Segundo o trabalho de Ranzani (2002), onde testou a descoloracdo do corante
indigo em meio liquido por varias espécies de Pleurotus, constatou que a descoloracao
observada foi decorrente da adsorcdo do corante ao micélio dos fungos, sendo a
presenca de uma fonte de lignina imprescindivel para que ocorra a descoloracao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Knapp et al. (1995), que estudaram a
descoloracao/degradacado de 14 corantes, e concluiram que a descoloracao poderia
estar associada a adsorcao do corante a biomassa fungica e, nesse caso, quando a
adsorcao ocorreu, o exame do espectro de absorcao da luz revelou que todos os picos

haviam diminuido proporcionalmente e, quando a degradacao ocorreu, houve completa
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remocao dos picos ou mudancas significativas no espectro. A adsorcdo também foi

visualizada na inspec¢ao da massa micelial colorida.



Tabela 01 - Efeito de extratos obtidos através da incubacao de Pleurotus sajor-saju (F2 e F6) em bagacgo de cana

suplementado com farelo de trigo na descoloracao de efluente liquido.

Extrato % descoloracao
Tratamento enzimatico : Leitura a 0 hora Leitura ap6s 72 horas
efluente (v/v) 7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias
4:2 0 4,42 0 8,33 11,90 16,19
- 4:1 0 10,34 0 0 0 16,73
4:0,4 3,16 13,90 8,95 14,44 28,38 0
4:0,2 0 25,64 18,52 26,03 0 10,45
4:2 0 0,17 0,52 0 0 0
4:1 0 2,07 0 0 0 0
e 4:0,4 0 10,74 8,18 14,28 10,46 16,17
4:0,2 0 19,29 16,04 0 17,73 0

I8
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5.4 Estudo dos metabdlitos obtidos através do processo de biodegradacao, em
relacao a atividade enzimatica, potencial de toxicidade e caracterizacao dos

produtos de degradacao

Foram extraidos no intervalo de trés em trés dias apds a inoculacdo até a
descoloracao total (15 dias), o liquido intersticial do bagaco de cana contendo o
efluente téxtil. A Figura 13 refere-se ao material obtido no décimo quinto dia, onde pode
ser observado a diferenca na coloracao dos extratos, sendo que o material tratado
pelos fungos apresentaram cor alaranjada e o nao tratado, a cor azulada escura
caracteristica do efluente. O material obtido em cinco intervalos de tempos (3, 6, 9, 12 e
15 dias) foram utilizados para verificar a variacao de pH e a atividade das enzimas
ligninoliticas lacase, peroxidase e MnP.

O tratamento correspondente ao bagaco de cana contendo meio minimo para
fungos com glicose, teve por finalidade, verificar se o fungos estudados produziram
compostos que viessem a causar toxicidade nos biondicadores, mesmo na auséncia do
efluente téxtil. Ao invés de utilizar farelo de trigo como no item 4.3.3.1 (pag. 49),
empregou-se meio minimo com glicose, uma fonte de carbono simples, para fornecer
condicoes favoraveis ao crescimento dos fungos, e também com o objetivo de
minimizar qualquer efeito que pudesse influenciar nos resultados dos experimentos

referentes a toxicidade.
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Figura 13 - Extratos obtidos através da incubacao de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em

bagaco de cana contendo efluente téxtil apos descoloracao total.

5.4.1 Monitoramento de pH

Segundo os dados obtidos pela medida de pH, podemos observar na Figura 14
que o efluente ndo tratado pelos fungos manteve o pH estavel na faixa de 9, enquanto
nos tratamentos onde o fungo estava presente, pdde ser observado  outro
comportamento, onde verificou-se a diminuicdo do pH no decorrer do tempo. Nos
extratos obtidos através dos fungos incubados em bagaco de cana contendo meio
minimo com glicose, observou-se valores de pH menores quando comparados com as

amostras contendo efluente.
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Figura 14 - Potencial hidrogenidnico de extratos obtidos através da incubacao de
Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana contendo efluente ou

meio minimo com glicose.

5.4.2 Atividade enzimatica

De acordo com as Figuras 15, 16 e 17, verificamos que, na grande maioria das
determinacdes enzimaticas, os extratos obtidos através do crescimento dos fungos em
bagaco de cana contendo meio minimo com glicose, apresentaram atividade
enzimatica menor, comparado aos fungos incubados na presenca do efluente téxtil,
provavelmente, o fato observado deve-se a necessidade do fungo em produzir mais
enzimas, para promover a degradacao do efluente.

Os resultados obtidos através da determinacdo da enzima lacase séao
visualizados na Figura 15 e pudemos observar pico de producdo aos nove dias de

incubacédo para todos os tratamentos, na qual os fungos incubados na presenca do
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efluente apresentaram valores de 13,65 Ul/L (F2) e 11,41 UlI/L (F6) (estes valores
diferiram estatisticamente de acordo com Teste de Tukey - 5%) (Tabela 16 — Anexo C
pag. 146).

O mesmo comportamento foi verificado em relacao a enzima peroxidase (Figura
16), onde o pico de produgao enzimatica também foi observado aos nove dias de
incubacao. O F2 incubado na presenca do efluente apresentou valor de 14,57 Ul/L e F6
15,21 UI/L.

No caso da enzima MnP (Figura 17), observamos o pico de producédo enzimatica
no décimo segundo dia de incubacdo, sendo interessante ressaltar, que tal fato foi
observado trés dias antes de ser verificado descoloracao total do efluente. O valor de
atividade obtido pelo F2 incubado na presencga do efluente foi de 11,68 UI/L e para o F6
foi de 10,58 UI/L.

De acordo com os resultados obtidos, verificamos que existe a producdo de
enzimas ligninoliticas quando incubamos os fungos em bagaco de cana contendo
efluente téxtil, fato este, que nos leva a supor que estas estao envolvidas no processo
de descoloracdo e que, a lacase, peroxidase e manganés peroxidase tem influéncia
neste processo, pois apresentam atividade em todo o periodo de incubacao estudado.

Harazono et al. (2003) estudaram a descoloracdo de corantes azo reativos
(vermelho reativo 120) pelo fungo Phanerochaete sordida em meio de cultura liquido, e
verificaram a descoloracdo de 90,6% no sétimo dia de incubacdo, sendo que a
atividade de manganés peroxidase foi detectada durante este processo.

Nyanhongo et al. (2003) compararam a habilidade de quatro fungos ligninoliticos
(Trametes modesta, Trametes hirsuta, Trametes versicolor e Sclerotium rolfsii) na

produgédo de lacase, sendo que esta enzima foi testada para descolorir oito corantes
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sintéticos (antraquinona, azo, indigo, triariimetano entre outros), verificando-se que a
melhor espécie foi T. modesta, onde a lacase deste fungo apresentou melhores
condicdes de descoloracao na faixa de pH entre 3 e 6.

A reagdo entre peroxidases ligninoliticas extracelulares produzidas por
Phanerochaete chrysosporium e o corante indigo carmina foi estudado por Podgornik et
al. (2001), sendo verificado a influéncia de manganés peroxidase e lignina peroxidase
no processo de descoloragdo. E apesar de ambas as enzimas apresentarem este
potencial de descoloragdo, o processo é observado com mais rapidez através da
reacao com MnP.

Chagas & Durrant (2001) estudaram a descoloracdo de corante azo por P.
chrysosporium e Pleurotus sajor-caju em meio de cultura soélido, e verificaram que P.
chrysosporium descoloriu parcialmente todos os corantes testados, enquanto que P.
sajor-caju descoloriu totalmente os corantes amaranto, novo coccine e laranja G e 60%
0 corante tartrazina. As enzimas manganés peroxidase e B-glicosidase parecem estar
envolvidas na descoloracdo dos corantes por P. chrysosporium, enquanto que para P.

sajor-caju, a atividade de lacase provavelmente esta envolvida neste processo.
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Figura 15 - Atividade enzimatica de lacase em extratos obtidos através da incubagéo de
Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana contendo efluente ou
meio minimo com glicose.
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Figura 16 - Atividade enzimatica de peroxidase em extratos obtidos através da
incubacgéo de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana contendo
efluente ou meio minimo com glicose.
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Figura 17 - Atividade enzimatica de MnP em extratos obtidos através da incubacao de
Pleurotus sajor-caju (F2 e F6) em bagaco de cana contendo efluente ou

meio minimo com glicose.

5.4.3 Testes de toxicidade

Foram realizados os testes de toxicidade com amostras obtidas segundo o item
4.3.4 (pag. 51), ap6s a descoloracdo total do efluente, com 14, 20 e 40 dias de
incubacdo. Através de ensaios preliminares com os bioindicadores, verificou-se que as
amostras onde o efluente estava presente obtidas logo apds a descoloragdo completa
(14 dias), apresentaram efeito toxico superior aquelas nao tratadas com os fungos.
Devido a esta observacédo, foram realizados testes com material incubados por 14 dias
e também com outros intervalos de tempo, como 20 e 40 dias, para verificar se o
supostos compostos téxicos obtidos através do processo de biodegradagdo pudessem
ser mineralizados com um tempo maior de incubagdo e assim eliminar ou diminuir a

toxicidade observada.
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5.4.3.1 Sementes de alface

Nas Figuras 18 a 23, podemos observar o efeito dos extratos sobre a
germinagdo das sementes e elongagdo das raizes, de acordo com uma escala
crescente de concentragdo. Na Tabela 02, verificamos a concentracao efetiva que
causou 50% de inibicdo da germinacdo e elongacdo das raizes de alface (CEso), a
equacao correspondente a curva de regressdao na qual foi estimada a CEsy (quando
possivel foi calculado) e o valor de r* da equacéo.

No periodo de 14 dias de incubacao, nao foi verificado efeito tdéxico significativo
sobre a germinacado das sementes e elongacao das raizes como pode ser observado
nas Figuras 18 e 19, fato este que ndo permitiu o célculo para obtencao dos valores de
CEso.

As sementes de alface apresentaram sensibilidade em relacdo aos extratos
obtidos pelo crescimento dos fungos em bagago de cana com meio minimo e glicose no
material incubado por 20 dias, pois estes causaram expressiva inibicdo na germinacao
das sementes e na elongacdo das raizes (Figuras 20 e 21). Observamos que a
toxicidade diminui com o material incubado por 40 dias (Figuras 22 e 23).

De acordo com as Figuras 20, 21, 22 e 23, podemos observar uma tendéncia de
que o efluente tratado pelos fungos causaram uma inibicdo maior em relacdo ao
efluente ndo tratado sobre os parametros avaliados.

Os valores de CEsp confirmam esta tendéncia, como pode ser verificado na
Tabela 02, onde aos 20 dias de incubagdo os valores referentes ao percentual de
inibicdo de germinacao para o efluente tratado com o fungo F2 foi de 27,71% e para o

fungo F6 foi de 27,08% comparado ao efluente ndo tratado que néo apresentou inibicao



91

de 50% em nenhuma de suas concentragcdes. Ainda para este parametro, no material
com 40 dias de incubacéo, o efluente tratado com F2 apresentou CEsy de 37,27% e F6
41,69%, novamente comparado ao efluente que também nao apresentou inibicdo de
50%.

Em relacdo ao paradmetro onde foi avaliado a inibicado de elongacao das raizes,
no tempo de incubacdo correspondente a 20 dias, o valor de CEsy do efluente nao
tratado foi de 43,73%, enquanto que o tratado com F2 foi de 23,49% e F6 16,05%. No
material incubado por 40 dias, o efluente tratado com F2 apresentou valor de CEsy de
37,27% e o tratado com F6 36,58%, sendo que o efluente ndo tratado novamente nao
apresentou inibicdo de 50% em nenhuma de suas concentragdes.

De acordo com os resultados obtidos através deste bioensaio, verificamos que
nos tempos de 20 e 40 dias de incubacado, o efluente tratado pelos fungos F2 e F6
apresentou maior toxicidade em relacao aos parametros avaliados na semente de
alface, quando comparados ao material correspondente ao efluente sem tratamento.

As significancias obtidas através de analise estatistica dos efeitos de diferentes
concentracdes de amostra (efluente, efluente tratado pelos fungos, extrato de fungos
crescidos com glicose) sobre o percentual de germinacao de sementes de alface em
relacdo ao controle encontram-se na Tabela 19 (Anexo C — pag. 148) e sobre o

percentual de elongacéao de raizes na Tabela 20 (Anexo C — pag. 149).
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Figura 18 — Efeito de extratos obtidos através da incubacao por 14 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio

minimo com glicose, na germinagéo de sementes de alface.
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Figura 19 — Efeito de extratos obtidos através da incubacao por 14 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio

minimo com glicose, na elongacao de raizes de alface.
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Figura 20 — Efeito de extratos obtidos através da incubacao por 20 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio

minimo com glicose, na germinacao de sementes de alface.
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Figura 21 — Efeito de extratos obtidos através da incubacao por 20 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio

minimo com glicose, na elongacgao de raizes de alface.
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Figura 22 — Efeito de extratos obtidos através da incubacao por 40 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio

minimo com glicose, na germinacao de sementes de alface.
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Figura 23 - Efeito de extratos obtidos através da incubacdo por 40 dias, de Pleurotus

sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio
minimo com glicose, na elongacao de raizes de alface.



Tabela 02 — Resultados do calculo de CEsq para bioensaios com sementes de alface (Lactuca sativa)

14 dias 20 dias 40 dias
Amostra CE50 (°/° - CE50 (°/o ~ 2 CE50 (o/o ~ 2
VIv) Equacao Iv) Equacao r Iv) Equacao r
Percentual de Inibicado de Germinacéao
Efluente - - - - - - - -
F2-glicose - - 37,24 y =-0,884 - 0,2545x + 0,996 - - -
0,051x
F2-efluente - - 27,71 y =-0,901 - 0,815x + 0,999 37,27 y =-1,911-0,495x + 0,999
0,144x? - 0,002x° 0,051x°
F6-glicose - - 36,32 y =-2,285 - 0,21 75X + 0,994 - - -
0,044x
F6-efluente - - 27,08 y =-6,869 + 2,100x 0,996 41,69 y =-5,126 + 0,738x — 0,999
0,053x% + 0,002x>
Percentual de Inibicdo de Elongacao
Efluente - - 38,14 y =21,049 - 11,546x + 0,986 - - -
0,563x° - 0,0063x>
F2-glicose - - 27,71 y=11,135-1,779x + 0,999 46,11 y =0,870 + 1,066x 0,974
0,169x% - 0,002x*
F2-efluente - - 23,49 y = 1,835 + 2,050x 0,977 27,62 y =-7,066 + 2,066x 0,966
F6-glicose - - 31,82 y =-2,122 + 0,930x + 0,996 50,49 y =4,157 + 0,077x + 0,931
0,022x° 0,016x°
F6-efluente - - 16,05 y =-6,157 + 4,151x — 0,9711 36,58 y=-3,616-0,181x + 0,996
0,041x° 0,045x°

“-“nao calculado

¢6
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5.4.3.2 Hydra attenuata

Os bioensaios com Hydra attenuata tiveram uma duracdo maxima de 96 h e
durante este periodo, os organismos se mantiveram imersos na amostra, sendo
analisados diariamente (cada 24 h) para registrar as alteracées morfolégicas. Quando a
hidra é exposta a compostos téxicos, esta pode manifestar mudancgas graduais da sua
estrutura corporal cuja expressao permite determinar doses do efeito subletal (estagio
bulbo e encurtamento dos tentaculos) e letal (estagio tulipa e desintegracao dos
organismos).

Para validar os resultados deste bioensaio, 0s organismos expostos ao seu
préprio meio de cultivo, sendo considerados o controle do teste, ndo podiam apresentar
nenhum sinal de toxicidade, pois se caso isto acontecesse, outros fatores inerentes as
amostras poderiam estar influenciando as condicbes na qual os organismos
encontravam-se submetidos.

A Tabela 03 ilustra os resultados obtidos através do efeito de extratos de
Pleurotus sajor-caju (F2 e F6), cultivados em bagaco de cana contendo efluente ou
meio minimo com glicose sobre Hydra attenuata, fornecendo dados referentes ao
NOEC (concentracdo da amostra onde nenhum efeito foi observado), ao LOEC
(concentragdo da amostra onde foi observado menor efeito) e o limiar de toxicidade (LT)
obtido pelo céalculo descrito em material e métodos (item 4.3.7.2 — pag. 55) em relacao a
subletalidade e letalidade.

Podemos verificar que os extratos fungicos obtidos com o crescimento em
bagaco de cana em meio minimo contendo glicose das duas linhagens, nao

apresentaram efeito toxico sobre os organismos em nenhum tempo de incubagao.
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Aos 14 dias de incubacéo, o efluente téxtil ndo tratado pelos fungos apresentou
limiar de toxicidade de 17,67% v/v, em comparacao as amostras de efluente tratado,
que apresentaram LT de 35,35% v/v em relacéo a subletalidade, implicando no fato, de
que uma concentracdo menor causou o0 mesmo efeito toxico, indicando que esta
amostra apresentou efeito mais acentuado. No mesmo periodo de incubacao foi
observado efeito tdéxico letal, somente nas amostras de efluente n&o-tratado,
apresentando LT de 35,35% v/v.

No 202 dia de incubagcao, verificamos um comportamento diferente, apresentando
o material de efluente tratados pelos fungos um maior potencial toxico em relacdo a
letalidade, pois o LT das amostras tratadas foram de 17,67% v/v, enquanto que o nao-
tratado foi de 35,35% V/v.

Apos 40 dias de incubacdo, novamente observamos um maior efeito toxico do
efluente tratado pelos fungo, mas em relagdo a subletalidade. O LT das amostras de
efluente tratado foi de 8,84% v/v, enquanto o da outra foi de 17,67% v/v.

Nao houve a possibilidade de obter valores referentes a CEsy das amostras, pois
o efeito de toxicidade observado foi muito acentuado entre as concentracdes
empregadas. De acordo com este comportamento, foram realizados testes com uma
maior gama de concentracdes para possibilitar uma melhor analise, mas infelizmente

nao foram obtidos resultados satisfatérios que pudessem contornar esta dificuldade.



TABELA 03 - Efeito de extratos obtidos de Pleurotus sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio
minimo com glicose sobre Hydra attenuata.

DIAS subletalidade letalidade
, AMOSTRAS
INCUBACAO *NOEC LOEC LT NOEC LOEC LT
Efluente 12,5 25 17,67 25 50 35,35
F2-glicose - - - - - -
14 F2-efluente 25 50 35,35 - - -
F6-glicose - - - - - -
F6-efluente 25 50 35,35 - - -
Efluente 6,25 12,5 8,84 25 50 35,35
F2-glicose - - - - - -
20 F2-efluente 6,25 12,5 8,84 12,5 25 17,67
F6-glicose - - - - - -
F6-efluente 6,25 12,5 8,84 12,5 25 17,67
Efluente 12,5 25 17,67 12,5 25 17,67
F2-glicose - - - - - -
40 F2-efluente 6,25 12,5 8,84 12,5 25 17,67
F6-glicose - - - - - -
F6-efluente 6,25 12,5 8,84 12,5 25 17,67

*NOEC- conc. onde nenhum efeito foi observado; LOEC- conc. onde foi observado menor efeito; LT- limiar de toxicidade.

86
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5.4.3.3 Selenastrum capricornutum

Nos testes bioldgicos, certas condigcdes de exposicdo devem ser satisfeitas para
que os resultados sejam julgados como aceitaveis. A validade dos testes para os
ensaios de fitotoxicidade com esta alga sdo condicionados aos seguintes parametros: o
coeficiente de variagdo de cinco amostras controle a t = 72h , ap6s a contagem em
camara de Neubauer, ndo podem exceder a 40%; e a densidade celular nos frascos
controles devem aumentar por um fator de no minimo 16.

Assim como para Hydra attenuata, também foi verificado que os extratos
fungicos obtidos com o crescimento em bagaco de cana em meio minimo contendo
glicose das duas linhagens, nao apresentam efeito toxico sobre o crescimento
populacional das algas durante o periodo de incubacao.

Em relacdo ao efluente tratado e néo tratado pelos fungos, foi observado efeito
de inibicdo no crescimento destas, como podemos verificar nas Figuras 24, 25, 26
(referentes ao tempo de incubacao) e na Tabela 04.

Nas Figuras 24 a 26, observa-se o efeito dos extratos sobre o crescimento das
algas, de acordo com uma escala crescente da concentracdo das amostras. Ja na
Tabela 04, verificamos a concentracdo efetiva que causou 50% de inibicdo do
crescimento (CEsp), a equacdo correspondente a curva de regressdao na qual foi
estimada a CEs e o valor de r* da equagcao.

Em todos os tempos de incubacgéo (14, 20 e 40 dias) (Figuras 24, 25 e 26), foi
observado a mesma tendéncia, das amostras referentes ao efluente tratado pelos
fungos, causarem aumento da inibicdo do crescimento de acordo com aumento da

concentracao em relacéo ao efluente nao tratado. Em relacao aos valores de CE50, as
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amostras referentes ao periodo de 14 dias de incubagédo, demonstram que o efluente
apresentou maior toxicidade pois obteve-se um valor menor de CE50 em relacdo as
demais amostras, implicando no fato, de que uma menor concentracdo da amostra
apresentou o0 mesmo efeito de inibicdo (50%), mas se observarmos na Figura 24,
somente nas concentracdes iniciais esta amostra apresentou niveis de inibicado acima
das demais, nao sendo verificado esta tendéncia da concentracao acima de 10%.

Em relacdo ao tempo de 20 dias de incubacgao, o efluente apresentou valor de
CE50 correspondente a 31,16%, o efluente tratado com F2 13,28% e o tratado com F6
6,97% e no tempo de 40 dias, o valores correspondentes foram efluente 19,73%, F2
9,46% e F6 3,25%, confirmando a tendéncia observada nas figuras, de que o material
tratado pelos fungos apresentaram maior toxicidade, causando maior inibicdo no
crescimento populacional das algas.

As significancias obtidas através de andlise estatistica de efeitos de diferentes
concentracdes de amostra (efluente, efluente tratado pelos fungos, extrato de fungos
crescidos com glicose) sobre o percentual de crescimento populacional de alga em
relagéo ao controle encontram-se na Tabela 21 (Anexo C — pag. 150).

Shukla et al. (1994), estudaram o efeito toxico do corante téxtil laranja cromo GL
sobre a cianobactéria Nostoc muscorum, e verificaram que concentragdes acima de 20
mg/L causam reducéo no teor de proteinas, clorofila, ficocianina, carotendides e que a

evolucao de oxigénio fotossintético também diminuiu 92%.
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Figura 24 — Efeito de extratos obtidos através da incubacao por 14 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio

minimo com glicose, no crescimento populacional da alga unicelular
Selenastrum capricornutum.
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Figura 25— Efeito de extratos obtidos através da incubacéao por 20 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio minimo

com glicose, no crescimento populacional da alga unicelular Selenastrum
capricornutum.
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Figura 26 - Efeito de extratos obtidos através da incubacdo por 40 dias, de Pleurotus
sajor-caju (F2 e F6), em bagaco de cana contendo efluente ou meio
minimo com glicose, no crescimento populacional da alga unicelular
Selenastrum capricornutum.



Tabela 04 — Resultados do célculo de CEsg para bioensaios com alga (Selenastrum capricornutum)

14 dias 20 dias 40 dias
Amostra  CEsg, - > CEso ~ 2 CEso . 2
(% VIV) Equacgéo r (% VIV) Equacéo r (% VIV) Equacéo r
Efluente 1,34* y = 48,665 + 0,818 31,16 y =4,509 + 0,985 19,73 y = 6,389 + 0,924
4,52.In(x) 13,227.In(x) 14,625.In(x)
F2-glicose - - - - - - - - -
F2-efluente 3,50 y =33,919 + 0,965 13,28 y = 23,441 + 0,913 9,46 y = 26,532 + 0,828
12,834.In(x) 10,269.In(x) 10,445.In(x)
F6-glicose - - - - - - - - -
F6-efluente 2,72* y = 37,620 + 0,952 6,97 y = 35,161 + 0,9519 3,26 y = 38,939 + 0,930
12,364.In(x) 7,643.In(x) 9,355.In(x)

nao calculado, por ndo atingir 50% de inibicao
“*” extrapolado, apesar dos valores serem superiores a 50% de inibicao

€01
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Ambrésio & Campos-Takaki (2003), estudaram a descoloragcado de corantes azo
reativos pelo fungo Cunninghamella elegans em varias condicoes de meio de cultivo,
sendo observado que a taxa de descoloracéo foi grandemente influenciado pelo tempo
de incubacado, estrutura molecular dos corantes e presenca ou auséncia de co-
substratos. Foi verificado que o processo de descoloracdo estava associado a
biodegradacdo em adicdo a bioadsorcdo dos corante ao micélio dos fungos e que,
metabdlitos toxicos foram produzidos através deste processo, pois causaram inibicao
da respiracao de Escherichia coli.

Gottlieb et al. (2003), verificaram o aumento de toxicidade quando houve a
descoloracao do corante preto reativo hidrolisado em condi¢cdes anaerdébias, utilizando
a bactéria bioluminescente Vibrio fischeri como indicador, sendo que 0 mesmo nao foi
observado quando foi utilizado biorreator aerébio. Também foi estudado a
genotoxicidade do material obtido pelo processo de degradacédo, apresentado

resultados negativos para ambas as condicoes.

5.4.4 Caracterizacao de metabdlitos secundarios (3,4-DCA)

Os resultados obtidos através dos testes de toxicidade, onde péde ser verificado
que o efluente tratado com os fungos apresentaram potencial téxico maior do que o
efluente ndo tratado, levam a supor, que os componentes presentes no efluente néo
foram totalmente biodegradados, sendo produzidos metabdlitos secundarios mais
toxicos.

A identificacdo de compostos desconhecidos presentes em amostras desta

natureza, representa um processo bastante complexo, pois existe a necessidade de



105

conhecer caracteristicas destes compostos, para empregar metodologias adequadas
para sua caracterizacao. De acordo com o trabalho de Davila-Jiménez et al. (2000),
onde realizou um tratamento eletroquimico com o corante indigo, através da
metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conseguiu caracterizar
dois compostos obtidos por este processo de degradacdo, uma delas é a 3,4-
dicloroanilina, que trata-se de um composto intermediario de alguns herbicidas que
apresenta potencial toxico sobre varios organismos.

O procedimento de separacao e deteccao do suposto composto formado através
do processo de biodegradacdo do efluente téxtil contendo o corante indigo pelas
linhagens de Pleurotus sajor-caju foi baseado no protocolo de Molina & Silva (2001),
onde o 3,4-DCA foi derivatizado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), separados
por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) e detectados por fluorescéncia
induzida por laser.

A metodologia empregada permitiu a detecgcdo do composto 3,4-DCA, como
pode ser visto na Figura 28, onde foi injetada uma solucdo padrdao desta na
concentracdo de 266 pug mL™", foi observada o pico referente ao composto no tempo de
dois minutos e meio. A Figura 27, refere-se ao cromatograma eletrocinético onde foi
injetada apenas solucdo tampao, e consequentemente nao observa-se pico neste
tempo de deteccéo.

Como esperado, ndo foi observado o pico correspondente ao 3,4-DCA no
cromatograma, onde foi injetada amostra referente ao efluente téxtil ndo tratado pelos

fungos (Figura 29).
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As Figuras 30 e 31 refere-se respectivamente aos cromatogramas obtidos pela
injecdo de amostras referentes ao efluente tratado com os fungos F2 e F6, onde
também nao foi verificado a presenca de pico no tempo de deteccédo de dois minutos e
meio, correspondente a 3,4-DCA. De acordo com estes resultados, supde-se que o
composto 3,4-DCA ndo estda presente nestas amostras, nao sendo portanto, o
composto formado através do processo de biodegradacao pelos fungos.

Com o intuito de verificar se o pico correspondente ao 3,4-DCA nao estaria
sendo detectado em tempo diferente aquele do padrdao, a amostra de efluente tratado
com o fungo F6 foi fortificada com 3,4-DCA (Figura 32) e a saida do pico foi observada
no tempo de dois minutos € meio, assim como na Figura 27.

Cripps et al. (1990) examinaram por cromatografia em camada delgada a
formacao de metabdlitos da biodegradacdao de corantes azo e heterociclicos por P.
chrysosporium. O azul B, tropeolina e vermelho Congo formaram metabdlitos coloridos
e visiveis em culturas com e sem limitacdo de nitrogénio, o laranja Il apresentou
somente um metabdlito possivel de ser visualizado em luz UV apés incubagdo com
lignina peroxidase.

A degradacao de corantes azo por processos quimicos via reacdes entre nitrato
férrico e H.O,, revelou a producdo de benzeno e outros metabdlitos, que foram
demonstrados por Spadaro et al. (1994) através do uso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Martins et al. (2003) verificaram que Trametes versicolor apresenta potencial
para degradacdo de corantes azo derivados de seringol que possuem grupos
carboxilicos ou sulfénicos, quando cultivados em meio liquido por 7 dias, e que através

da andlise por CG-MS (cromatografia a gas associado ao espectro de massa), foi
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possivel identificar os produtos de degradagdo, que consistram em metabdlitos
hidroxilados (alcool 3-hidroxibenzil e acido 3-hidroxibenzoico), propondo ainda, uma
possivel via metabdlica de degradacao.

Ensaios de descoloragao foram realizados com o corante azo derivado de acido
meta-aminobenzdico e seringol utilizando P. chrysosporium por Martins et al. (2002), e
verificaram que os produtos de degradacdo identificados por CG-MS, estavam
relacionados com precursores de quebra de anel aromatico, confirmando o fato de

reacOes enzimaticas serem responsaveis pelo processo de degradacao.
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Figura 27 — Cromatograma eletrocinético de uma solug¢do branco (tampéao carbonatos
1M pH 9,6) derivatizada com FITC 8mM e diluida 41 vezes. Condigbes:
capilar de 57,0 cm c.t., 50,0 cm c.e. e 75 um d.i.; tampéao tetraborato de
sodio 5mM, acido boérico 4,5mM e Triton X-100 20mM pH 9,5;
temperatura de 25°C; inje¢do por 1 seg. a 0,5 psi.; voltagem de 28 kV;
deteccédo LIF/laser 488nm excitacdo e >520nm emissao.
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Figura 28 — Cromatograma eletrocinético de uma solugdo de 3,4-Dicloroanilina
266 ug mL™ derivatizada com FITC 8mM e diluida 41 vezes (6,48 pg mL’
'). Condicdes: capilar de 57,0 cm c.t., 50,0 cm c.e. e 75 um d.i.; tampao
tetraborato de sodio 5mM, acido borico 4,5mM e Triton X-100 20mM
pH 9,5; temperatura de 25°C; injecao por 1 seg. a 0,5 psi.; voltagem de
28 kV; deteccgéao LIF/laser 488nm excitacdo e >520nm emissao.
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Figura 29 — Cromatograma eletrocinético de um extrato de amostra de efluente controle
derivatizado com FITC 8mM e diluido 41 vezes (6,48 ug mL™"). Condicées:
capilar de 57,0 cm c.t., 50,0 cm c.e. e 75 um d.i.; tampéao tetraborato de
sodio 5mM, acido boérico 4,5mM e Triton X-100 20mM pH 9,5;
temperatura de 25°C; injecao por 1 seg. a 0,5 psi.; voltagem de 28 kV;
deteccéao LIF/laser 488nm excitacdo e >520nm emissao.
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Figura 30 — Cromatograma eletrocinético de um extrato de amostra de efluente tratado
com fungo F2 derivatizado com FITC 8mM e diluido 41 vezes (6,48 ug mL"
'). Condiges: capilar de 57,0 cm c.t., 50,0 cm c.e. e 75 um d.i.; tamp&o
tetraborato de soédio 5mM, acido borico 4,5mM e Triton X-100 20mM
pH 9,5; temperatura de 25°C; injecdo por 1 seg. a 0,5 psi.; voltagem de
28 kV; detecgéao LIF/laser 488nm excitacao e >520nm emissao.
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Figura 31 — Cromatograma eletrocinético de um extrato de amostra de efluente tratado
com fungo F6 derivatizado com FITC 8mM e diluido 41 vezes (6,48 ug mL
'). Condigbes: capilar de 57,0 cm c.t., 50,0 cm c.e. e 75 um d.i.; tamp&o
tetraborato de sodio 5mM, acido bérico 4,5mM e Triton X-100 20mM
pH 9,5; temperatura de 25°C; injecao por 1 seg. a 0,5 psi.; voltagem de
28 kV; deteccéo LIF/laser 488nm excitagdo e >520nm emissao.
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Figura 32 — Cromatograma eletrocinético de um extrato de amostra de efluente tratado
com fungo F6 derivatizado com FITC 8mM e diluido 41 vezes (6,48 ug mL"
') fortificado com padrdo de 3,4-Dicloroanilina derivatizada com FITC.
Condigdes: capilar de 57,0 cm c.t., 50,0 cm c.e. e 75 um d.i.; tampéao
tetraborato de sodio 5mM, acido borico 4,5mM e Triton X-100 20mM
pH 9,5; temperatura de 25°C; injecdo por 1 seg. a 0,5 psi.; voltagem de
28 kV; deteccgéao LIF/laser 488nm excitacao e >520nm emissao.
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5.5 Analise do material por microscopia eletrénica de varredura

Com o intuito de verificar se ocorre alguma mudanca estrutural no suporte
ligninolitico, sendo empregado neste caso, o bagaco de cana, realizou-se observacoes
deste material com auxilio de microscopia eletrdnica de varredura, com aumento de 337
vezes.

A Figura 33 refere-se a foto obtida de fragmento de bagaco contendo efluente
(controle) e a Figura 34, refere-se ao mesmo material ap6s a descoloragdo completa
pelo fungo (incubacdo por 14 dias). Através da andlise destas fotos, ndo observamos
nenhuma diferenca significativa quanta a estrutura do bagaco de cana, podendo supor
que o processo de biodegradacdo ocorre somente no efluente liquido, considerando o
fato de que o fungo utiliza o bagaco como suporte e fonte de lignina para induzir a
atividade das enzimas envolvidas neste processo.

A Figura 35 refere-se a foto obtida de bagaco contendo efluente com a presenca
de micélio do fungo (14 dias de incubacédo), onde observa-se o crescimento de

Pleurotus sajor-caju sobre o fragmento de bagaco colonizado.
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Figura 33 - Foto obtida através de microscopia eletrénica de varredura, de fragmento de
bagaco de cana contendo efluente téxtil.
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Figura 34 - Foto obtida através de microscopia eletrénica de varredura, de fragmento de
bagaco de cana contendo efluente téxtil, ap6és descoloracdo com

Pleurotus sajor-caju.
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Figura 35 — Foto obtida através de microscopia eletrénica de varredura, de fragmento
de bagaco de cana contendo efluente téxtil, com a presenca de micélio
de Pleurotus sajor-caju.

5.6 Obtencao de corpos de frutificacao de Pleurotus sajor-caju em bagaco de

cana contendo efluente téxtil

O micélio dos fungos F2 e F6 cresceram sobre o bagaco de cana contendo o
efluente téxtil, tomando todo o conteudo do saco em 14 dias, sendo observado a
descoloracao total do corante presente no efluente e a formacdo de primérdios de
corpos de frutificagdo dos fungos inoculados. Nos sacos controle, onde havia
adicionado meio minimo para fungos ao bagaco de cana, foi observado o crescimento
de micélio com menos vigor, comparado aqueles que continham efluente.

Foram realizados pequenos furos (1cm ¢) nos sacos plasticos, principalmente

nos locais onde foram observados a formacdo dos primérdios, com a finalidade de
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permitir a entrada de oxigénio e assim favorecer o crescimento dos corpos de
frutificacao.

No décimo oitavo dia apds inoculagdo, ja observava um melhor
desenvolvimentos dos corpos de frutificagdo, como pode ser visto nas Figuras 36, 37 e
38. Nao foi observado a formacgao de corpos de frutificacdo apenas no material controle
(sem efluente) inoculado com o fungo F6.

De acordo com as observacdes realizadas através deste experimento,
verificamos que a presenca de efluente téxtil no bagaco de cana, nao interfere na
formacao de corpos de frutificacdo das linhagens de Pleurotus sajor-caju empregadas,
favorecendo inclusive a sua formacéao, no caso da linhagem F6.

Exemplos do emprego de residuos industriais empregados tanto na fermentacao
liquida, quanto na sélida tém sido mostrado na literatura cientifica.

A possibilidade de emprego de residuos industriais para o cultivo de Pleurotus
ssp. foi exemplificada por Tautorus (1985) e Rajarathanam et al. (1992), a polpa e os
residuos da fabricacdo do papel sao exemplos de residuos celulésicos que sao
dispostos no ambiente ocasionando problemas ambientais e poluicdo de solos. A
producao do cogumelo comestivel Pleurotus sajor-caju foi obtida empregando-se como
substrato de cultivo uma mistura do lodo da polpa de celulose com residuos da industria
de maca.

Sanjust et al. (1991), estudaram trés espécies de Pleurotus na degradacao de
residuos aquosos da industria de azeitonas. Esse residuo é particularmente rico em
compostos fendlicos relacionados a lignina os quais sao também substratos para
atuacao de lacases. As trés espécies estudadas cresceram satisfatoriamente nesse

residuo, particularmente P. ostreatus e P. floridae e produziram grandes quantidades de
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lacase com concomitante destruicdo dos compostos fendlicos presentes no residuo. Os
autores também notaram que o odor desagradavel inicial do residuo desapareceu ao
final da fermentacéo.

Outros residuos industriais potenciais sao citados por Rajarathanam et al. (1992),
tais como bagaco de citronela (utilizada para extracao de 6leos essenciais), restos da

extracao do linho, casca de laranja e residuos da destilaria de vinhos.

Figura 36 — Corpo de frutificacdo de Pleurotus sajor-caju (F2), formado em bagaco de

cana contendo meio minimo com glicose.
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Figura 37 — Corpo de frutificacdo de Pleurotus sajor-caju (F2), formado em bagaco de

cana contendo efluente téxtil.

Figura 38 - Corpo de frutificacdo de Pleurotus sajor-caju (F6), formado em bagaco de

cana contendo efluente téxtil.



118



119

6 CONCLUSOES

— As duas linhagens de Pleurotus sajor-caju estudadas (CCB 020 e PSC 94/03)
necessitam de fonte de lignina para promoverem a descoloracdo do efluente téxtil

coletado em uma industria localizado no Municipio de Americana-SP.

— Os fungos apresentaram a capacidade de descolorir totalmente o corante indigo
(0,02%) em meio minimo e o efluente liquido misturados ao bagaco de cana

fragmentado, ap6s 14 dias de incubagao.

— A metodologia baseada em reflectancia, mostrou-se bastante eficiente para avaliar a
descoloracao do efluente pelos fungos, fornecendo dados numéricos, viabilizando

assim, a analise estatistica dos resultados.

— Observou-se que ocorre descoloracdo do efluente quando este é adicionado a um
substrato solido colonizado pelos fungos, sendo o processo observado mais
rapidamente nos tempos de incubacéo de 7 e 14 dias, coincidindo com maior atividade

enzimatica.

— Foi verificado a produgao das enzimas lacase, peroxidase e manganés peroxidase
pelas duas linhagens de fungos, nos extratos obtidos durante a descoloragdo do

efluente, implicando no fato destas influenciarem o processo sinergisticamente.
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— Em relacdo aos extratos obtidos pelo crescimento dos fungos em bagaco contendo
meio minimo com glicose, somente foi observado algum efeito toxico na germinacao de

sementes e elongacao de raizes de alface.

— O efluente tratado com as duas linhagens de Pleurotus, apresentou efeito toxico nos

trés bioindicadores empregados aos 14, 20 e 40 dias de incubacao.

— O metabdlito 3,4-dicloroanilina nao foi detectado nas amostras referentes aos

produtos de biodegradacéao do efluente, através da separacao por eletroforese capilar.

— Nao foi observada alteragdo estrutural no bagaco de cana através de microscopia
eletrdnica de varredura, quando este foi misturado ao efluente liquido e posteriormente

tratado com Pleurotus sajor-caju.

— A presenca de efluente téxtil no bagaco de cana proporcionou a formacao de corpos
de frutificacdo na linhagem PSC 94/03 (F6), pois os mesmos nao foram observados no

material contendo apenas meio minimo para fungos com glicose.

— Em relacdo aos paréametros estudados, nao foram verificados diferencas

significativas entre o comportamento das duas linhagens de Pleurotus sajor-caju.

— As linhagens de Pleurotus estudadas apresentaram grande potencial de

descoloracdao de efluente téxtil, provavelmente por ndo estarem promovendo uma
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biodegradacéo total do material, a toxicidade final € elevada. Estudos neste assunto
ainda necessitam serem realizados, buscando condicdes mais apropriadas para que 0s

fungos possam mineralizar os compostos presentes no efluente.
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ANEXO A - Sistema coordenado de cor tridimensional L, a, b
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ANEXO B - Espectro referente a varredura em espectrofotometro, de efluente
téxtil diluido 10 vezes
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ANEXO C - Analise estatistica

Tabela 01— Andlise estatistica para os dados de reflectancia, referente a Figura 08

Variaveis
L* a* b*
Controle 44,13 ab 2,8 C 16,53 c
F2-corante 42,90 bc 9,343 B 24,11 b
F6-corante 44,71 a 10,053 A 26,11 a

* Médias seguidas por letras distintas mindsculas em cada coluna, diferem
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 02 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel L
Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variagdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 12,36 4,12 13,1 0,0019
Residuos 8 2,52 0,31

Tabela 03 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel a
Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variagdo  Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 113,1 37,7 1704 1,5e-11
Residuos 8 0,2 0,022

Tabela 04 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel b
Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variacdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 162,3 54,1 357 7,4e-09
Residuos 8 1,2 0,2




Tabela 05 — Analise estatistica para os dados de reflectancia, referente a Figura 09.
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Variaveis
L* a* b*
Controle 36,43 a 0,80 a 10,03 a
F2-efluente 38,94 a 10,68 b 23,05 b
F6-efluente 39,37 a 10,63 b 22,70 b

* Médias seguidas por letras distintas mindsculas em cada coluna, diferem
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 06 — Quadro da Andlise de Varidncias para a variavel L
Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (F)
Variacdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 15,57 5,19 3,03 0,093
Residuos 8 13,72 1,72

Tabela 07 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel a
Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variacdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 223.,9 74,6 1536 2,2e-11
Residuos 8 0,4 0,049

Tabela 08 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel b
Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variacdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 3 367 122 236 3,8e-08
Residuos 8 4 1
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Tabela 09 - Analise estatistica para os dados de reflectancia, referente a Figura 05.

Variaveis
L* a* b*
Contr-com 22,63 c -1,10 a -2,53 a
Contr-sem 20,57 a -0,40 b -2,50 ab
F2-com 26,73 d 1,33 c 5,83 c
F2-sem 22,03 b -0,53 b -1,83 b
F6-com 30,30 e 4,83 d 11,87 d
F6-sem 22,43 bc -0,63 b -1,93 ab

* Médias seguidas por letras distintas mindsculas em cada coluna, diferem
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 10 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel L— transformado por Box-
Cox

Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (F)
Variacdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 5 8,93e-14 1,79e-14 521 1,4e-13
Residuos 12 4,00e-16 3,40e-17

Tabela 11 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel a — transformado por Box-
Cox

Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variagdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 5 0,1417 0,0283 180 7,5e-11
Residuos 12 0,0019 0,0002

Tabela 12 — Quadro da Analise de Variancias para a variavel b — transformado por Box-
Cox

Causade Grausde Somade Quadrados E Prob (>F)
Variagdo Liberdade Quadrados  Médios
Tratamento 5 6,45 1,29 386 8e-13

Residuos 12 0,04 0,0033
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Tabela 13 — Atividade de Lacase (Figura 10).

Tratamento
Controle* F2 F6
7 oasra B gpa A Mgpa A
Dias 14 072, g S0, tamse
21 1’2)?310;:5‘ B 10’2,1133§a A 10’2?70733 A

*Médias seguidas por letras distintas, mailsculas em cada linha e letras minusculas em
cada coluna, diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

Tabela 14 — Atividade de Peroxidase (Figura 11).

Tratamento
Controle* F2 F6
. s PMia A o,
Dias 14 AL g 1299, . 2l
A Wea s BWia 4 M.

*Médias seguidas por letras distintas, mailsculas em cada linha e letras mindsculas em
cada coluna, diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

Tabela 15 — Atividade de Manganés Peroxidase (Figura 12).

Tratamento
Controle* F2 F6
/ 0’8?0092 a B 13’3?7823 a A 18,3,53183 a A
Dias 14 0’3,7138; a B 8’5?7902 b A 8’8?695§ b A
21 0’(1),1187:1: a B 8’8?3903 o A 6’(1),53842): o A

*Médias seguidas por letras distintas, mailsculas em cada linha e letras minusculas em
cada coluna, diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.



Tabela 16 — Atividade de Lacase (Figura 15).

Tratamento
Controle* F2-efluente F2-glicose F6-efluente F6-glicose
3 0,979+0594 a A 0,560+0,534 d A 0,043+0,037 ¢ A 0,312+0,465 d A 0,163+0,150 ¢ A
6 1,239+0,726 a D 9,364 0,376 b A 3,893+0,066 b C 6,992+0,225 b B 2,224+0,211 b CD
Dias 9 0,258 £0,244 a E 13,654 £1,012 a A 7538+0511 a C 11,415£1,178 a B 5205+0,379 a D
12 1,537+0,709 a BC 2,650+0,426 ¢ AB 4593+0,376 b A 4141+0428 ¢ A 0,975+0,602 bc C
15 1,111+0,831 a A 1,878 +0,147 cd A 1,478 £0,007 ¢ A 3,500+0,000 c A 0,919+0,219 bc A
*Médias seguidas por letras distintas, maiusculas em cada linha e letras mindsculas em cada coluna, diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
Tabela 17 — Atividade de Peroxidase (Figura 16).
Tratamento
Controle* F2-efluente F2-glicose F6-efluente F6-glicose
3 1,710+£0,777 a A 0,136 +0,156 ¢ A 0,374+0,412 ¢ A 0,159+0,275 d A 0,817+0,758 ¢ A
6 1679+1434 a B 9,184 +0,170 b A 9,387 +0,872 b A 8594+1,035 ¢ A 7,404+0,766 b A
Dias 9 2,439+2461 a C 14574 +£1581 a A 13,446 £0,511 a AB 15215+0,247 a A 11,565+0,034 a B
12 1,618+1,591 a C 10,850 +0,810 b A 11,258 £ 0,034 ab A 10,289 £ 0,221 bc AB 7,404£0275 b B
15 1,8563+0,591 a C 9,558 +0,068 b AB 9897 +1258 b AB 116590419 b A 7,994+£1014 b B

*Médias seguidas por letras distintas, maiusculas em cada linha e letras mindsculas em cada coluna, diferem significativamente ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Tabela 18 — Atividade de Manganés Peroxidase (Figura 17).

Tratamento
Controle* F2-efluente F2-glicose F6-efluente F6-glicose
3 0,240+£0,231 a B 0,852+0,984 d B 0,105 £ 0,094 ¢ B 0,389 £ 0,431 ¢ B 3,149+0545 b A
6 0,205+0,080 a A 0,479+0212 d A 0,494 +0,118 ¢ A 0,627 0,551 ¢ A 0,254+0,103 ¢ A
Dias 9 0,140+0,146 a B 2,945+0,292 ¢ A 0,478+0,181 ¢ AB 1,465+£0,137 ¢ AB 0,628 +0,078 ¢ AB
12 0,167 +0,089 a C 11,689+0,858 a A 10,105+0,612 a A 10,508 £+0,299 a A 6,966 £ 1,220 a
15 0,218+0,135 a C 8,760+£1,114 b A 4126+0,311 b B 8,078+1,092 b A 3,857+£0,350 b B

*Médias seguidas por letras distintas, mailsculas em cada linha e letras mindsculas em cada coluna, diferem significativamente ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Tabela 19 - Significancias de efeitos de diferentes concentragdes de amostra (efluente,
efluente tratado pelos fungos, extrato de fungos crescidos com glicose) sobre o

percentual de germinacao de sementes de alface em relacdo ao controle (Figuras 18,
19 e 20).

Concentragao Amostras
Efluente F2-glic. F2-efl. F6-glic. F6-efl.
--------------- 14 dias de incubagéo -----------------
1,56 ns? ns? ns? ns? ns?
3,125 ns ns ns ns ns
6,25 ns ns ns ns ns
12,5 ns ns ns ns ns
25 ns ns ns ns ns
50 ns ns ns ns ns
—————————————————————————————————— 20 dias ------=-=----=cmmmeememce -
1,56 ns? ns? ns? ns? ns?
3,125 ns ns ns ns ns
6,25 ns ns ns ns ns
12,5 ns ns ns ns ns
25 ns ns * ns *
50 s . ) . .
---------------------------------- 40 dias --------m-m-mmemmmm s
1,56 ns? ns? ns? ns? ns?
3,125 ns ns ns ns ns
6,25 ns ns ns ns ns
12,5 ns ns ns ns ns
25 ns ns ns ns ns
50 ns * * ns *

& Comparacdo mudltipla nao-paramétrica pelo teste de Behrens-Fisher a 5% de
probabilidade

onde ns - ndo significante e

* - significante
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Tabela 20 - SignificAncias de efeitos de diferentes concentragdes de amostra (efluente,
efluente tratado pelos fungos, extrato de fungos crescidos com glicose) sobre o

percentual de elongacao de raizes de alface em relacao ao controle (Figuras 21, 22 e
23).

Concentragao Amostras
Efluente F2-glic. F2-efl. F6-glic. F6-efl.
----------------- 14 dias de incubag¢go-----------------
1,56 ns® nsP nsP ns® ns®
3,125 ns ns ns ns ns
6,25 ns ns ns ns ns
12,5 ns ns ns ns ns
25 * ns ns ns ns
50 ns ns ns ns ns
—————————————————————————————————— 20 dias ------=-=----=emmmmeemeecneeee -
1,56 ns® ns? ns? ns? ns?
3,125 ns ns ns ns ns
6,25 * ns ns ns ns
12,5 * ns ns ns ns
25 ns ns * ns .
50 . . ) . .
---------------------------------- 40 dias --------m-m-mmemmmmm e
1,56 ns® ns® ns? ns® ns?
3,125 ns ns ns ns ns
6,25 ns ns ns ns ns
12,5 ns * ns ns ns
25 * * ns ns ns
50 ns . ) . .

& Comparacdo mudltipla nao-paramétrica pelo teste de Behrens-Fisher a 5% de

probabilidade

® Comparacgao multipla paramétrica de Dunnett a 5% de probabilidade
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Tabela 21 - SignificAncias de efeitos de diferentes concentragdes de amostra (efluente,
efluente tratado pelos fungos, extrato de fungos crescidos com glicose) sobre o
percentual de crescimento populacional de alga em relagdo ao controle (Figuras 24, 25
e 26).

Concentragao Amostras

Efluente F2-glic. F2-efl. F6-glic. F6-efl.

----------------- 14 dias de incubacgo -----------------

1 ,56 *b ns b *b ns b *b
3,125 * ns * ns *
6,25 * ns * ns .
12,5 * ns * ns *
25 * ns * ns *
50 * ns * ns *

---------------------------------- 20 dias --------m-m=mmmmmmmmm e
1 ,56 *b ns b *b ns b *b
3,125 * ns * ns *
6,25 * ns * ns *
12,5 * ns * ns *
25 * ns * ns .
50 * ns * ns *

---------------------------------- 40 dias --------m-m-mmememm e
1,56 *b ns P *b ns P *b
3,125 * ns * ns *
6,25 * ns . ns .
12,5 * ns * ns *
25 * ns * ns *
50 * ns * ns *

® Comparagao multipla paramétrica de Dunnett a 5% de probabilidade



