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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de descoloragéo/degradacéo dos
corantes indigo e preto enxofre (0,02%, p/v), em suas formulas técnicas, por
espécies/linhagens de Pleurotus nativas efou comestiveis, em meio liquido e sélido,
e a degradacao do lodo residual da industria téxtii acrescido de residuos
lignocelulésicos.

Uma selegcdo, com 14 espécies/linhagens de Pleurotus, foi realizada em meios
liquido e sdlido; em meio liquido os corantes foram empregados como Unica fonte de
carbono e, em meio sélido foram empregados na presenca e auséncia de residuo
lignocelulésico. O corante RBBR também foi utilizado no processo de selegao inicial.
Uma espéciellinhagem foi testada em meio liquido esterilizado variando-se a
concentragdo de nitrogénio; sob condigdes naturais, sem esterilizagao, o teste de
biodegradabilidade imediata foi aplicado empregando-se duas espécies/linhagens
como inéculo. Em residuo lignoceluldsico misturado ao lodo (30%, peso umido),
apoés pasteurizacao, duas linhagens selecionadas de P. sajor-caju - CCB 020 e PSC
94/03, foram estudadas quanto a capacidade de colonizagdo e degradagdo do
substrato; as avaliagdes feitas a cada 7 dias foram: fendis, DQO, umidade, fésforo,
potassio, magnésio, fibra detergente neutro (FDN) e fibra detergente acido (FDA),
agucares totais, enzimas ligninoliticas e, apés 30 dias, o substrato colonizado foi
avaliado quanto ao potencial de mutagenicidade.

Os resultados obtidos com o RBBR na selegdo das espécies/linhagens ligninoliticas
correlacionaram-se com a descoloragdo observada com os corantes téxteis.
Contudo, o processo de descoloragdo do corante indigo, em meio sélido, sé ocorreu
na presen¢a do bagaco de cana de agucar, 0 que ndo aconteceu para o corante
preto enxofre porque houve descoloragdo também na auséncia do bagaco de cana,
dependendo da espécie/linhagem. Seis espécies/linhagens foram pré-selecionadas
para testar o lodo, todas apresentaram descolorac¢éo total quando malte e bagaco de
cana de aglcar estavam presentes. Em meio liquido, todas as espécies/linhagens
apresentaram descoloragdo, entretanto nao foi observada correlagéo entre peso do
micélio e percentual de descoloragdo. Com relagdo a razao de descoloragdo, os

resultados indicaram que esta se deu devido a adsorgao do corante ao micélio. A
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espéciefllinhagem selecionada para estudo em meio liquido, mudando-se a
concentragdo da fonte de nitrogénio, confirmou que o resultado da descoloragio era
decorrente de adsorgdo dos corantes ao micélio. A produgdo de enzimas
ligninoliticas, na presenca de ambos corantes, nao foi detectada ou foi muito baixa.
Nao houve diferencas quanto a quantidade de nitrogénio presente no meio para a
descoloragéo. No ensaio de biodegradabilidade imediata, os corantes também foram
c'assificados como n&o facilmente biodegradaveis. Em residuo lignocelulésico mais
lodo, as linhagens estudadas - PSC 94/03 e CCB 020, mostraram capacidade de
colonizagéo e descoloragio, expressa pela redugdo em 42,05% de FDN/FDA e,
diminuicdo da DQO em 52,7%, comparada ao controle bem como com relagdo a
diminuicdo de 61,4% dos fendis. Pouca ou nenhuma alteragio foi observada no
conteudo de minerais e agucares totais. Houve producsio de lacase, peroxidase e
manganés peroxidase, principalmente nos primeiros 14 dias de incubagao, sendo
mais expressiva para a linhagem CCB 020. Os resultados de mutagenicidade
mostraram que o substrato colonizado pela linhagem PSC 94/03 tornou-se
mutagénico.

Nas condicbes deste estudo, o meio liquido ndo se mostrou adequado para a
expressdo das enzimas responsaveis pela descoloragdo dos corantes téxteis
avaliados, contudo a descoloragéo foi observada por adsorgdo ao micélio. Uma das
espécies/linhagens de Pleurotus testada tem potencial para tratamento do lodo
misturado a residuos lignocelulésicos, resultando em novo substrato que podera ser
empregado como fertilizante, na produgso de biomassa ou ainda na produgio de
enzimas como lacases e manganés peroxidases envolvidas no processo de
descoloragao/degradacéo de corantes.




SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the possibility of indigo and sulphur black dyes
(0,02%, wiv) to be decolorized/degraded by native or edible or both species/strains of
Pleurotus, in liquid and solid media, and the degradation of sludge from the textile
industry together with lignocelullosic wastes. The screening of 14 species/strains of
Pleurotus was conducted, in sterile liquid and solid media; in liquid media the dyes
were used as the sole source of carbon and, in solid media they were used with and
without lignocelullosic wastes. The RBBR dye was also utilized in the first screening.
One species/strain was tested in sterilized liquid medium, varying the nitrogen
concentration. Under natural conditions, without sterilization, the biodegradability
assay was applied using two selected species/strains as inocula. In the lignocelullosic
wastes mixed with the sludge (30%, wet weight), after pasteurization, two strains of
P. sajor-caju - CCB 020 and PSC 94/03, were studied to determine their colonization
and degradation capability of the substrate; evaluations made every 7 days were:
phenols, COD, humidity, phosphorus, potassium, magnesium, fiber detergent neutral
(FDN) and fiber detergent acid (FDA), total sugars, ligninolytic enzymes and, after 30
days, the colonized substrates were evaluated for their mutagenic potential.

The results obtained with the RRBR in the screening of the ligninolytic species/strains
of Pleurotus correlated with the decolorization observed with the textile dyes. While
the decolorization of indigo dye, in a solid media, occurred only in the presence of
sugar cane bagasse, this did not happen with black sulphur dye, where the
decolorization also occurred in the absence of sugar cane bagasse, depending on
species/strain. Six species/strains were selected to test the sludge and all of them
showed total decolorization when malt and sugar cane bagasse were present. In
liquid media, all species/strains showed some decolorization, but no correlation was
observed between weight and percentage decolorization. Regarding the
decolorization rate, the results showed that the decolorization was due to dye
adsorption by fungal mycelia. The selected species/strain selected for study in liquid
media, under different nitrogen concentration, confirmed that decolorization is related
to dye adsorption to fungal mycelia. For both dyes, production of ligninolytic enzymes
was either not detected or extremely low. There was no difference in decolorization

due to nitrogen concentrations in the medium. In the Ibama’s ready biodegradability
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assay, the dyes were also classified as not easily biodegradable. In lignocelullosic
wastes added to the sludge, the studied strains - PSC 94/03 and CCB 020, showed
the ability to colonize and decolorize the substrates, confirmed by a FDN/FDA
reduction of 42,05% and a reduction in COD of 52,7%, when compared to controls. A
61,4% reduction of phenols was observed. No or litle change was observed in
minerals and total sugar contents. There was production of laccase, peroxidase and
manganese peroxidase, mainly in the first 14 days of incubation, and being greater
for the strain CCB 020. The results of the mutagenicity tests showed that the
substrate colonized by PSC 94/03 became mutagenic.

Under the conditions used in this study, the liquid media were not suitable for the
expression of the enzymes responsible for decolorization of the evaluated textile
dyes, whenever the decolorization was observed due adsorption by mycelia. One of
the selected strain of Pleurotus sajor-caju has potential for treatment of the sludge if
mixed with lignocelullosic wastes, resulting in a new substrate that could be used as
fertilizer, in biomass production or, in the production of enzymes such as laccase and
manganese peroxidase responsible for dye decolorization/degradation process.
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1. INTRODUGAO

O acimulo no ambiente de materiais lignocelulésicos e xenobidticos,
consequentes da acdo do homem no processo de producdo e transformagao de
diferentes materiais, vem sendo atualmente o tema de inimeras pesquisas. Essas
pesquisas tém buscado o melhor tratamento desses residuos lignocelulésicos e/ou
xenobidticos considerando os custos, o tempo e a eficiéncia dos processos existentes
na reciclagem e eliminagao e/ou destoxificagédo, respectivamente.

Um dos materiais mais recalcitrantes na natureza e de dificil e prolongada
biodegradacdo no ambiente & a lignina. Esse polimero tridimensional, composto de
anéis aromaticos ligados estavelmente, é degradado primariamente pelos fungos da
podridao branca da madeira. Esse grupo, constituido por basidiomicetos, &€ assim
chamado porque degradam a lignina expondo a celulose e hemicelulose prontamente
utilizadas por inimeros outros organismos.

A degradagao da lignina tem sido extensivamente estudada empregando-se os
Phanerochaete chrysosporium, um basidiomiceto altamente ligninolitico. A atividade
ligninolitica decorre de um grupo de enzimas, genericamente chamadas de
ligninases, entre as quais estao as lacases (fenoloxidases), a manganés peroxidase e
as ligninas peroxidases. Gragas a grande diversidade das ligninas na natureza, esse
sistema enzimatico nao € especifico, tendo sido constatado a possibilidade de
degradacgdo de outros compostos aromaticos relacionados a poluicdo ambiental tais
como de pesticidas, solventes, descoloragao de efluentes aquosos da industria de
papel entre outros.

Paralelamente, o interesse, nas espécies de varios géneros de basidiomicetos
que podem ser cultivados como cogumelos comestiveis, vem crescendo em todo o
mundo devido a possibilidade da transformagdo de residuos lignocelulésicos em
alimento de alto valor nutricional. Até o presente, os Agaricus sao os cogumelos
comestiveis mais cultivados. Outros géneros vém despertando o interesse dada a alta

atividade lignocelulolitica que proporciona um valor de bioconversdo daqueles
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materiais em maior e menor tempo - entre eles destacam-se os Pleurotus.

A capacidade biodegradadora de lignina e xenobiéticos de P. chrysosporium
esta relacionada a atividade de ligninas peroxidases e manganés peroxidases além
de outras oxidases geradoras de peroxido de hidrogénio. Pleurotus spp. nao
produzem atividade de lignina peroxidases porém apresentam atividade de lacases,
manganés peroxidases, oxidases e provavelmente uma peroxidase ndao dependente
do manganés. Os Pleurofus estdo amplamente difundidos na natureza e apresentam
espécies bem adaptadas ao clima tropical e subtropical.

Os primeiros estudos da atividade ligninolitca empregavam ligninas
especificas radiomarcadas. Posteriormente, os corantes poliméricos radiomarcados
foram usados por serem mais baratos, mais solliveis, comercialmente disponiveis e
de alta pureza. Varios corantes tém sido empregados e a capacidade dos fungos da
podridao branca em descolori-los sugere que esses organismos possam ser
empregados no tratamento dos efluentes das industrias relacionadas a corantes.

As industrias téxteis de tinturaria geram residuos aquosos coloridos, mesmo
quando ha tratamento por lodo ativado, como é o caso de uma industria téxtil de
Americana — SP, que emprega os corantes indigo e preto enxofre no tingimento do
algoddo. O tratamento de efluentes com corantes por lodo ativado é eficiente na
reducdo da DBO, mas nao na redugdo da DQO, a qual esta relacionada a
predominancia de produtos quimicos como carga poluidora. Além do residuo liquido
colorido, um residuo sélido — o lodo, é gerado. Na situagio deste tratamento, sdo
produzidos aproximadamente 12 toneladas/dia de lodo ou 8 toneladas prensadas,
que sdo dispostas em aterros sanitarios e lagoas de secagem, podendo levar a
contaminagao das aguas e lencdis fredticos. Algumas pesquisas tém utilizado o lodo
diretamente como fertilizante, porém algumas restricdbes quanto & quantidade e
periodos de aplicacdo e descanso existem devido a sua composicao (alta
concentragao de sais minerais), bem como com relagdo ao tipo de cultivo no terreno
tratado, que acaba por nao absorver a grande quantidade de lodo gerada por dia;
restricbes quanto ao potencial mutagénico do lodo da industria téxtil, devido a
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presenca de corantes também existem.

Estudos preliminares empregando basidiomicetos constataram a degradacgao
in vitro do corante indigotina (classe dos "vat") presente no residuo liquido e no lodo
residual do tratamento de efluentes por lodo ativado de uma industria téxtil. O residuo

liquido € descartado nas aguas e o lodo disposto em aterros sanitarios.

A biorremediagao desses efluentes sélidos e liquidos vem sendo estudada.
Entre os microrganismos com potencial de uso encontram-se os basidiomicetos,
especialmente aqueles denominados fungos causadores de podriddo branca da

madeira.

Embora a fermentacao liquida seja a mais empregada em estudos com fungos
degradadores da podridao branca, inclusive para a degradagao de xenobiodticos, o
emprego de residuos industriais e xenobibticos misturados aos residuos
lignocelulésicos foi proposto como um modo de reciclar tais materiais empregando-os
como substrato para os fungos causadores de podridao branca, condicdo esta mais
proxima do habitat natural destes fungos. Além disso, o substrato de crescimento
apo6s agdo das enzimas ligninoliticas pode eventualmente ser reutilizado, tendo sido
proposto seu emprego como adubo organico e para remediagdo de solos, entre
outros.

Essas consideragdes vém de encontro a tendéncia mundial — a reciclagem,
utilizando-se residuos para produgdo de energia € ou produgdo de biomassa e

reutilizacao de subprodutos.

2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a capacidade de
descoloracao/degradacdo dos corantes indigo e preto enxofre por
espécies/linhagens de Pleurotus, sob condigoes definidas, visando a selegao
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daquelas possiveis de serem utilizadas em processo de biorremediacao de
residuos da industria téxtil, que utiliza sistema de lodo ativado para tratamento de

seus efluentes (liquido e sélido) onde tais corantes estao presentes.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Degradacao de xenobiéticos

Semple & Fermor (1995) descreveram, de forma esclarecedora, 0 mecanismo
de biorremediacao. As consideragoes a seguir fazem parte dessa descricao.

Os poluentes ambientais, independente de sua origem quimica, sintética ou
natural, sao liberados no ambiente em conseqiiéncia das atividades agroindustriais.
Esses compostos sdo conhecidos como xenobiéticos. Quando os xenobidticos sdo
liberados no ambiente, podem ser degradados nas mais variadas taxas dependendo
das condigdes quimicas e fisicas e da natureza dos microrganismos presentes, ou
podem tornar-se imobilizados no solo ou acumular-se na cadeia alimentar. Existem
dois processos basicos envolvidos na remogao de poluentes: degradagao quimica e
transformacao biolégica (degradagao microbiana).

Quando um composto organico é descrito como sendo biodegradavel,
entende-se que ele pode ser “‘quebrado” por microrganismos ou por outros
mecanismos biolégicos. Um processo de biodegradagido ideal resulta em
biotransformagdo do composto, com consegiiente perda ou mudangas nas suas
caracteristicas e propriedades quimicas originais. Esse processo pode ocorrer em
trés niveis: o desejavel é o ltimo nivel, ou seja, quando a biodegradagio resulta em
mineralizagdo do composto a diéxido de carbono e agua, removendo, portanto, o
xenobidtico completamente; uma biodegradagdo aceitavel implica na quebra do
composto onde os produtos resultantes sdo de toxidez minima ou estio abaixo das
concentracGes toxicas; finalmente, a biodegradacéo primaria pode envolver somente
uma mudanca estrutural minima na molécula original podendo ou n&o causar
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alteracOes nas suas propriedades fisicas e quimicas.

O processo biodegradativo pode ser conduzido empregando-se um Unico
microrganismo em cultura pura ou, mais freqglientemente, pode, se necessario,
empregar-se uma mistura diversa de organismos. Pode ocorrer tanto sob condigoes
aerébicas como anaerobicas, dependendo das necessidades dos microrganismos
degradadores, da estrutura dos compostos e da coexisténcia de consorcios
metanogénicos. No entanto, a biodegradagéao de poluentes pode ser inibida devido as
condigbes ambientais adversas onde os poluentes e os microrganismos ocorrem.
Estas condicdes adversas podem ser temperatura, pH, salinidade, composic&o idnica,
baixa dissolugao de oxigénio, concentracdes inadequadas de nutrientes, variabilidade
dos suplementos organicos, presenca de substancias toxicas e a presenca de outros
compostos recalcitrantes sintetizados pelo homem. Conseqiientemente tém-se a
persisténcia e/ou o aciimulo desses compostos resultando em poluicio.

Os processos fisicos e quimicos de tratamentos de poluentes ou residuos
agroindustriais, embora empregados, sdo processos caros que envolvem gasto de
energia, no caso dos tratamentos fisicos, ou podem resultar em novos problemas
ambientais, como no caso dos tratamentos quimicos. A biorremediagao pode ser um
tratamento ambiental com custo relativamente aceitavel e a "US Environmental
Protection Agency" - EPA, em 1992, compilou varios estudos onde a biorremediagéo
foi empregada no tratamento de poluentes ambientais, tais como contaminantes
relacionados ao petroleo, preservativos de madeira, solventes, agentes quimicos
agricolas, residuo do carvao e munigdo; outros citados incluem o benzeno, tolueno,
diesel, creosoto/hidrocarbonos poliaromaticos, etilbenzeno, xilenos, gasolina, lodos
residuais, lubrificantes e hidrocarbonetos pesados, pentaclorofenol, etc.

Ate recentemente, a maioria dos estudos em biorremediacdo vem sendo
conduzida com os microrganismos associados com a quebra de materiais
lignocelulésicos e que estdo envolvidos no processo de compostagem ou
fermentacdo. Entre os microrganismos envolvidos estdo os fungos denominados

"fungos da podridao branca da madeira" que tém potencial para degradar varios
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compostos aromaticos.

Os fungos causadores da podriddo branca sao basidiomicetos, assim
chamados, por possuirem um sistema enzimatico capaz de degradar eficientemente a
lignina, bem como a celulose e a hemicelulose. Esses basidiomicetos foram divididos
por Tuor et al. (1995) em cinco grupos de acordo com a atividade enzimatica, sendo
que o grupo mais estudado é aquele capaz de produzir lignina peroxidase (LiP),
manganés peroxidase (MnP) e lacase. Entre esses fungos citam-se o Trametes
versicolor, Phlebia radiata e P. brevispora, Pleurotus sajor-caju e P. ostreatus e,

Phanerochaete chrysosporium.

A lignina € o nome comum de um grupo heterogéneo de polimeros fendlicos
que junto com a hemicelulose e a pectina preenchem os espacgos entre as fibrilas de
celulose da madeira. Quimicamente, a lignina € um polimero aromatico tridimensional
composto basicamente de trés diferentes tipos de p-hidroxicinamil alcool. A
quantidade relativa desses alcoois & que determina o tipo de lignina e,
consequentemente a rigidez do tecido vegetal. Na natureza esse polimero € uma
macromolécula com infinitos pesos moleculares, e a polimerizacéo dos radicais fenéxi
da-se especialmente por ligagdes estaveis carbono-carbono e ligacdes éter entre os

nucleos aromaticos (Leisola & Fiechter, 1985).

Na natureza a lignina € recalcitrante e limita o acesso a celulose e
hemicelulose. Sua completa degradacao, no entanto, acredita-se, ser resultado da
acao cooperativa de varios fungos e bactérias, sendo que as bactérias tém um papel
secundario nessa degradacao que esta relacionado ao metabolismo de mondémeros
de compostos aromaticos (Leisola & Fiechter, 1985). Em laboratério este material
organico pode ser degradado pelo emprego de acidos fortes ou emprego de alcalis
fortes ou solventes, e/ou ainda por tratamentos fisicos tal como a moagem do material
acompanhado de altas temperaturas, sendo processos dispendiosos e poluentes,

como ja observado anteriormente (Rajarathnam & Bano, 1989).

Segundo Leisola & Fiechter (1985), a aplicacdo mais provavel dos organismos
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ligninoliticos oxidativos relaciona-se ao tratamento de residuos que contém ligninas
ou outros compostos aromaticos recalcitrantes. Outras aplicagbes desses organismos
ligninoliticos incluem- melhora da digestibilidade e valor nutricional de materiais
lignocelulosicos, e tratamento de materiais celuldsicos para aplicagdo no processo
de polpacao da industria de papel. Aplicagbes mais dificeis, incluem o emprego
desses organismos em biotransformagdes da lignina e substancias relacionadas a

compostos quimicos de valor.

Dentre os fungos da degradagao branca o Phanerochaete chrysosporium tem
sido o mais estudado na elucidacdo da degradagédo dos lignoceluldsicos e outros
compostos aromaticos recalcitrantes (Leisola & Fiechter, 1985). Entre a grande
variedade de xenobidticos que este fungo € capaz de degradar citam-se o DDT, o
2,4,5-T, benzo(a)pireno, os bifenis policlorados e o lindane. O P. chrysosporium
também & capaz de descolorir uma grande variedade de compostos altamente
coloridos e suas misturas, tais como os residuos do processo kraft da industria de
papel, corantes poliméricos, varios corantes trifenilmetano, incluindo o cristal violeta,
bem como os corantes azo (Bumpus, 1995).

O sistema ligninolitico do P. chrysosporium assim como de outros fungos da
degradacao branca € ndo-especifico e muitos diferentes tipos de ligninas, incluindo
as ligninas de residuos industriais, podem ser degradadas a taxas similares,
resultando nos mesmos tipos e distribuicdo de produtos (60-70% CO», 40-30% de
oligoméros soluveis). Conseqliiente a nao especificidade, alguns polimeros nao
relacionados a lignina como o poliguaiacol e os corantes poliméricos também podem
ser degradados por fungos ligninoliticos (Leisola & Fiechter, 1985; Guthrie & Dauvis,
1985).

Os primeiros estudos sistematicos da degradagdao da lignina pelo P.
chrysosporium empregaram ligninas especificas radiomarcadas (**C-ligninas),
posteriormente, os corantes poliméricos radiomarcados foram testados (Glenn &
Gold, 1983). Estes revelaram algumas caracteristicas sobre a fisiologia da

degradagcao relacionada a atividade ligninolitica. Desde entdo, os corantes
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poliméricos tém sido usados nesses estudos porque sdo menos dispendiosos, mais
soltveis, comercialmente disponiveis e de alta pureza e oferecem menores riscos
entre outras qualidades, que os primeiros.

O emprego dos corantes poliméricos radiomarcados para o estudo da
fisiologia e genética de degradagdo da lignina em substituicdo aos substratos
sintéticos radiomarcados revelou que a descoloragdo desses € conseqiente do
metabolismo secundério do P. chrysosporium e ocorre paralelamente & degradacao
da lignina sugerindo que este sistema é responsavel pela descoloragao. Ocorre em
meio limitante em nitrogénio apés sua deplecao e, assim como o sistema ligninolitico
€ spendente da presenga de oxigénio; nesse estudo a presenca de fenoloxidases
também esteve envolvida com a descoloragéo (Glenn & Gold, 1983).

Apos essa constatagéo, varios corantes poliméricos tém sido empregados e a
¢ cidade dos fungos da degradagéo branca em descolori-los tem sido estudada e,
Gienn & Gold (1983) sugeriram a possibilidade de empregar estes organismos no
tratamento de residuos das industrias relacionadas ao fabrico e utilizagao de
corantes, entre elas a indistria téxtil.

3.2. A Industria téxtil e seus efluentes

Na indUstria téxtil, as aguas residuais das se¢des de tingimento e acabamento
contem uma grande variedade de produtos quimicos que resulta numa ampla gama
de problemas para o gerenciamento de efluentes. Com relagio a presenga dos
corantes, a entrada potencial desses no meio ambiente se d4, segundo Boletim ETAD
(1995), por gquatro vias, a saber: pelas emissées ou descargas de efluentes nos
processamentos rotineiros; através do descarte de sobras e residuos do processo;

através do descarte de embalagens usadas; através da eliminag&o acidental.

Analisando as emissGes ou descargas de efluentes do processo, deve-se
considerar os sistemas de tratamentos de &guas residuais téxteis. De acordo com
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Longo (1987), quando este existe na industria téxtil, basicamente, o sistema de
tratamento das aguas residuais pode ser dividido em duas etapas: tratamento
primario ou preliminar e tratamento secundario.

No tratamento primario, faz-se a remogao dos sélidos grosseiros flutuantes, os
de sodlidos pesados e a equalizagao, com ajuste de pH e o abaixamento da
temperatura. No tratamento secundario ocorre a redugao da carga poluidora de
origem organica, que & determinada pela demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e, a
retirada de solidos sedimentaveis. O processo de tratamento secundario,
classicamente utilizado, € o tratamento biolégico por lodos ativados onde nao ocorre
a remo¢ao da cor (Longo, 1987). Nesse processo dois residuos sdo gerados: o
efluente liquido e o lodo em excesso no sistema. O liquido & descartado nos rios e 0

lodo & disposto em lagoas.

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 esta o leito de secagem (tanques
onde se espalha o lodo para o mesmo secar naturalmente — chamadas lagoas, acima
mencionado), filtro prensa ou centrifugagcdo da agua para remogdo da agua que €
descartada nos rios. O residuo semi-sdlido é disposto apés secagem em aterros
sanitarios. No entanto, a disposicdo em aterros traz os seguintes inconvenientes: ndo
€ um processo de tratamento e sim de imobilizagao; sacrifica a area e, exige
monitoramento, pois ha possibilidade de contaminacao do lencol freatico; além disso,
o sistema pode gerar de 1 a 100 toneladas por dia de biosodlidos (Conchon et al.,
1997).

Recentemente Homink (2001) informou que os paises da comunidade
européia decidiram que até o final do ano 2005 os aterros deverao deixar de receber
residuos, embora algum tipo de disposigao va existir, principalmente para os residuos

dos sistemas de incineragao.

Groff (1993) discute os principais problemas associados com o tratamento de
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residuos aquosos das industrias téxteis, dentre eles citam-se a temperatura, o pH, o
teor de fosforo, a DQO, halogénios organicos adsorviveis (AOX) e a cor. Os
problemas ambientais com o emprego de corantes incluem os pds e a deposigdo dos

residuos aquosos durante a manufatura e aplicagao.

Nos efluentes liquidos o efeito do corante é facil & percepcao visual, mesmo
er ‘equenas concentragbes e atrai a atengao do publico e das autoridades ligadas a
protecao ambiental. Os parametros relativos aos corantes para avaliagdo dos
efluentes relacionam-se ao conteudo de metais pesados, produtos contendo AOX,
coloracao, biodegradabilidade e toxidez para os organismos aquaticos (Salem, 1995).

No processamento, a industria téxtil consome volumes substancias de agua e
produtos quimicos. Os produtos quimicos variam dos inorganicos aos organicos e
elementos poliméricos. Existem mais de 8000 produtos quimicos associados com o
processo de tingimento e mais de 100.000 corantes comercialmente disponiveis.
Esses corantes exibem uma grande variedade de estruturas quimicas tais como
acida, reativa, basica, dispersa, azo, diazo, & base de antraquinona e aqueles
complexados com metais. A Unica coisa que tém em comum é a habilidade de
absorver luz na regiao do visivel (Banat et al., 1996).

No tingimento, os corantes mais comumente empregados pertencem a classe
dos corantes azo e "vat'. Os primeiros sdo pigmentos insoltiveis empregados na
coloracdo de materiais celulésicos a um custo menor que os corantes "vat'. Os
corantes tém em comum um grupamento quimico que sd0 os anéis aromaticos. Entre
0s grupos quimicos constituintes das classes de corantes acima citados estdo o
grupo azo que se constitui de anéis aromaticos ligados por -N=N- e, os corantes "vat"
constituidos dos croméforos indigdides 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 sdo os mais
resistentes a degradacdo devido a suas estruturas aromaticas fundidas, que

permanecem coloridas por longos periodos de tempo. Corantes basicos tém alto
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brilho e, portanto, alta intensidade de cor, tornando-os mais dificeis de descolorir,
enquanto que corantes complexados com metais, tais como aqueles a base de
cromo, podem liberar esse metal, que é carcinogénico, nos suprimentos de agua
naturais. Alguns corantes dispersivos tém mostrado também tendéncia de
bioacumulagao e ions de metais pesados oriundos de efluentes de indlstrias téxteis
tém sido detectados em altas concentragées em algas e plantas superiores expostas
a tais efluentes (Banat et al., 1996).

No presente estudo, os corantes que estdo sendo considerados sao o indigo e
o preto enxofre, empregados no processo de tingimento de fibras celulésicas. O
indigo, derivado da indigotina, foi considerado um dos corantes vat mais importantes
e quimicamente é classificado como corante carbonila.

O indigo é praticamente insolivel em solugdo acida aquosa e em solucao
alcalina aquosa, mas dissolve-se bem em acido sulfurico concentrado. No processo
de tingimento, para que ocorra a solubilizagdo ha necessidade de uma reducao
quimica alcalina que da origem a forma leucosolivel e, sob condigbes acidas séo
convertidas para forma vat acida insolivel ou pouco solivel, onde acontece o

desenvolvimento da cor no tingimento (Balan, 1998).

Os corantes a base de enxofre, na sua forma final, apés aplicagdo, sao
insoliveis em agua e constituem os compostos caracterizados por ligages di- e
polisulfitos (-Sr-) entre residuos aromaticos. Eles podem ser divididos em trés grupos.
Primeiro, os corantes a base de enxofre propriamente ditos que sao poliméricos e
insoliveis em agua; o segundo grupo consiste dos corantes C.l. leuco enxofre,
prontos para uso, que estao disponiveis em solugdes altamente concentradas pré-
reduzidas. O terceiro grupo (C.l. corantes enxofres solubilizados) compreendem os
corantes sollveis contendo grupos tiosulfato. Informagdes técnicas dos corantes a
base de enxofre do grupo prontos para uso (‘ready to use”) ressaltam, entre suas
qualidades ao meio ambiente, a menor contaminacdo das aguas residuarias com
reducao da cor, em estacao de tratamento por lodo ativado, em 97,5%. No entanto,

Zollinger (1988) discute sobre a problematica da liberacado dos mesmos no meio
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ambiente e, enfatiza que quantidade significativa da perda da cor do efluente liquido
da-se, principalmente, pelo processo de adsor¢io e, que, portanto permanece no

residuo solido.

A cor é o primeiro contaminante a ser reconhecido em residuos aquosos e
tem que ser removida antes de sua descarga em corpos d'agua ou na terra. A
presenca de quantidades muito pequenas de corantes na agua (menos que 1 ppm
para alguns corantes) é altamente visivel e afeta o mérito estético, a transparéncia da
ac 1 e a solubilidade dos gases em lagos, rios e outros corpos de agua. Os métodos
para a remogado da DBO da maioria dos efluentes estido bem estabelecidos; os
corantes, entretanto, sdo mais dificeis de serem tratados por causa de sua origem
sintética e principalmente por serem estruturas moleculares aromaticas complexas.
Tais estruturas sado freqlientemente construidas para resistirem ao desbotamento
quando expostas ao sabdo, agua, luz ou agentes oxidantes. Essas qualidades
embora desejadas, tornam os corantes mais estadveis € menos disponiveis a
biodegradagao (Banat et al., 1996).

O interesse na poluicdo potencial por corantes téxteis esteve, a principio,
relacionado a possibilidade de serem carcinogénicos e toxigénicos. Preocupacgao
esta relacionada principalmente ao fato de que muitos corantes sdo feitos de
carcinégenos conhecidos tais como a benzidina e outros compostos aromaticos,
todos os quais sofrem reestruturagdo resultante do metabolismo microbiano. Por
exemplo, demonstrou-se que os compostos azo e nitro sdo reduzidos nos sedimentos
e no ambiente intestinal, resultando na regeneracdo de aminas toxicas
correlacionadas (Banat et al, 1996). O corante indigo também apresentou carater
genotoéxico para Saimonella typhimurium (TA 98) com ativacdo metabdlica no teste de
Ames (Sharat, 1999).

Segundo Bumpus (1995), os corantes azo sdo o maior grupo de corantes
sintéticos liberados no ambiente e ndo sao prontamente degradados nos sistemas de
tratamento biolégico o que os torna um problema ambiental significativo nos locais

onde s&o fabricados e usados, contaminando, com seus efluentes e lodos residuais,
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os rios e terrenos onde os lodos sdo dispostos, causando, por exemplo, inibicio da
fotossintese superficial nos rios e coloragao e contaminagéo dos lencois freaticos.

De acordo com o Boletim ETAD (1995), sob condigdes anaerdbias os corantes
da classe azo podem desintegrar-se (quebra redutiva) em metabélitos que podem se
degradar posteriormente sob condicées aerébias. Contudo, estudos demonstram que
muitos dos corantes azo sdo decompostos, sob condicdes anaerdbias, em aminas
potencialmente carcinogénicas, apés descarga no ambiente (Bumpus, 1995; Knapp et
al., 1995; Young & Yu, 1997).

De acordo com Banat et al. (1996), a identificacdo das caracteristicas fisico-
quimicas nas propriedades de muitos dos corantes empregados tem sido o principal
problema para a classificagao dos mesmos. A classificagdo acima mencionada como
acido, direto, disperso, etc. baseia-se no modo dos corantes colorirem ou em suas
estruturas quimicas principais, ambos os quais sdo inadequados para propésitos de
avaliagdo ambiental. Embora os corantes constituam somente uma pequena parte do
volume total de residuo no processamento téxtil, esses compostos nao sao
prontamente removidos por processos de tratamentos microbiolégicos dos residuos
aquosos. Além disso, os corantes podem ser maléficos a populacdo microbiana
presente em tais tratamentos e podem levar a diminuicdo da eficiéncia ou falha no
tratamento em tais plantas. Efeitos similares adversos tém sido também detectados
nas populagdes microbianas aquaticas em geral ou em culturas de laboratério

expostas a tais corantes.

Em muitos paises desenvolvidos a legislacao governamental esta se tornando
mais exigente com relagdo a remocao dos corantes dos efluentes industriais, o que
por sua vez vem se tornando um problema crescente para as industrias téxteis. Na
Europa, as agéncias de protecao ambiental vém promovendo a prevencao da
transferéncia de problemas de poluigdo de um ambiente para outro, implicando para a
maioria das industrias téxteis, no desenvolvimento de técnicas para o tratamento de
seus proprios efluentes in locco antes de descarta-los. Recentemente, agéncias

federais e estaduais nos Estados Unidos requisitaram menores limites de cor nos
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efluentes (< 200 unidades da "American Dye Manufactures Institute, ADMI") (Banat et
al., 1996).

Na Comunidade Européia a remogdo de corantes poluentes vem ganhando
importancia, particularmente, a medida que as regulamentagbes para descarga de
efluentes industriais estao sendo reforcadas. Nesse caso onde muitas plantas téxteis
tém locacéao rural e os tratamentos municipais vém seus custos mais elevados, tanto
as industrias como os cientistas tém convergido suas pesquisas na busca de novos
tratamentos e tecnologias particularmente aquelas visando a descoloragdo de
corantes nos efluentes (Banat et al., 1996).

O Boletim ETAD (1995) sugere que niveis ou concentragdes abaixo de 0,1
mg.L‘1 normalmente ndao dao motivo a nenhum problema, enquanto que valores acima
de 1 mg.L" sdo criticos, levando a poluicdo visual. De acordo com Salem (1995),
baseando-se em experiéncias publicadas na literatura, & necessaria uma
descoloragdo sempre que a concentracdo do corante no curso d'agua exceder 5
mg.Ll”. A coloragdo do efluente esta relacionada a DQO, que representa a grandeza
decisiva do residuo organico nas aguas servidas e, a coloragéo é causada por parte
desse residuo. Segundo Banat et al. (1996), os corantes usualmente tém baixa taxa
na razao de remogado da DBO/DQO (DBO/DQO < 0.1). Os valores altos da DQO
sobre a DBO demonstram uma predominancia da carga poluidora por produtos

quimicos sobre a carga poluidora de origem orgénica (Longo,1987).

Atencao especial deve ainda ser dada quando uma industria téxtil descarrega
seus residuos aquosos na rede municipal de esgotos, sendo necessaria uma
avaliacao desses especificamente quanto ao contelido de corantes no efluente que
podem afetar a planta municipal de tratamento de esgoto (Boletim ETAD, 1995). Entre
os efeitos danosos citam-se: possivel efeito no tratamento de esgotos aerdébicos pois,
certos tipos de corantes podem afetar, em principio os microrganismos do tratamento
de esgoto aerdbio, impedindo-os de biodegradar os componentes normais existentes
no esgoto; possivel efeito no tratamento do lodo do esgoto; possivel efeito no

descarte do lodo do esgoto a ser utilizado como fertilizante; e possivel efeito sob
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aguas correntes onde o impacto da presenca de corantes suscita efeitos danosos
visuais, efeitos sobre os microrganismos aquaticos e adequabilidade da agua como
potavel ou para outras finalidades (Boletim ETAD, 1995).

A poluicao visual ja foi discutida acima. Quanto aos efeitos sobre organismos
aquaticos embora existam varios relatos que corantes sintéticos, em geral, e
pigmentos soluveis ndo bioacumulem, faltam dados conclusivos e, em aguas potaveis
naturais parece improvavel que os corantes presentes apresentem um problema de
saude publica (Boletim ETAD, 1995).

De acordo com Banat et al. (1996), no passado, os sistemas de tratamento
municipais visavam principalmente a purificagao dos residuos aquosos das industrias
téxteis. Esses sistemas, entretanto, dependiam principalmente da atividade bioldgica
e foram na sua maioria taxados de ineficientes na remocdo dos corantes mais
resistentes; consequentemente técnicas menos sensiveis, porém mais efetivas, foram
desenvolvidos e testadas para a remogao de corantes. Esses métodos dependiam de
tratamentos fisicos ou quimicos, ocasionalmente em conjungdo com tratamento
biolégico. As técnicas fisicas e quimicas sdo numerosas e incluem floculagao fisico-
quimica combinada com flotacao, eletro flotacdo, floculagdo com Fe(ll)/Ca(OH)z,
filtragdo com membrana, coagulacdo eletrocinética, destruicao eletroquimica, troca
idnica, irradiacao, precipitacao, ozonizagao, adsorcao e método de tratamento Katox
envolvendo o uso de misturas de carbono ativado e ar. Algumas desses técnicas
demonstraram ser efetivas, embora com alguns problemas. Entre esses foram
relacionados: o excesso de quantidade de agentes quimicos ou geracao de lodo com
problemas de disposi¢ao Obvios; falta de reducao efetiva da cor, particularmente para
os corantes azo sulfonados; e sensibilidade a variagdo na constituicdo do residuo
aquoso. Certos esquemas de tratamentos podem ser aplicados em algumas
industrias téxteis que empregam um ou dois tipos de corantes, mas nao para todas ou
para aquelas que apresentam em seus efluentes uma mistura de corantes (Banat et
al., 1996).

Outras técnicas envolvem oxidagdo quimica usando hipoclorito de sédio para
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remogao da cor. Elas, entretanto, liberam grandes quantidades de aminas aromaticas
que sao carcinogénicas, ou outros compostos toxicos o que conseqiientemente
agrava o problema. Outras pesquisas tém sugerido que os corantes recalcitrantes,
devido a sua afinidade em aderir a superficies, possam ser removidos por adsorgdo
sem o envolvimento da biodegradagéo e a liberagéo 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 geraimente
preconiza-se a aplicagdo de métodos combinados.

De acordo com Salem (1995), a resisténcia a biodegradabilidade aerébica,
contudo, tem a vantagem de que a molécula de corante, devido as suas pronunciadas
propriedades de adsor¢do, permanega intacta durante o processo de tratamento
biolégico, conservando assim a capacidade de ser eliminada por adsorgio. Devido a
alta afinidade para com os substratos, muitos corantes sdo adsorvidos pelas lamas
bioativadas durante o tratamento do esgoto, sendo assim eliminados do efluente final
tratado. O grau de adsorgéo varia conforme a estrutura dos corantes, as condic¢oes de
tratamento, processo biolégico, tempo de exposi¢éo e outros valores do efluente, tais
como pH e temperatura.

Esta propriedade de adsorgdo é empregada no tratamento fisico-quimico por
flotag@o e biologico e é eficiente na remog&o de corantes, pigmentos, detergentes e
material residual organico, com redugbes médias em torno de 65%. Esse método
ainda elimina a necessidade de tratamento terciario para remogdo de cor, feito
normalmente com tecnicas caras como o uso de carvao ativado, da ozonizagéo e de
cloragdo, tendo sido este dltimo proibido pelos érgdos de controle de poluigao
ambiental, pela formagcdo nos corpos receptores de compostos organoclorados
(Longo, 1987). No entanto, ndo se menciona o que é feito do material adsorvido
nesse sistema fisico-quimico por flotagdo onde os corantes sdo concentrados.

Pouca ou nenhuma aluséo quanto a contaminagéo dos rios e lengdis freaticos
tém sido encontrada na literatura relacionada a disposi¢éo dos lodos residuais, onde

os corantes estao adsorvidos. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas tais
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lodos residuais tém sido estudados para atuarem como adubo organico (Boletim
ETAD. 1995; Wanucha, 1997). Dados relativos 3 cor nao sio mencionados por
Wanucha (1997) que discute a possibilidade dos lodos residuais semi-sélidos serem
empregados como fertilizante devido & alta concentragdo em nitrogénio.

De acordo com Wanucha (1997), um dos problemas do uso ou da limitagao de
do uso do lodo relaciona-se a alta concentragéo de sais de sodio, potassio e cloro
que podem limitar a absor¢do adequada de nutrientes na rizosfera. Entre as formas
de contornar esse problema sugere-se a aplicagdao concomitante de calcio. Esses
estudos vém sendo conduzidos na Carolina do Norte, Estados Unidos, porque a
legislacao nesse estado proibe a disposicdo de biosdlidos e residuos da industria

téxtil em aterros sanitarios municipais.

Com relagao ao descarte do lodo do esgoto (para servicos de tratamento de
agua municipais que recebem os residuos da industria téxtil sem tratamento prévio) o
Boletim ETAD (1995) cita que a ECETOC "Ecological & Toxicology Centre" concluiu
que niveis de substancias organicas em solo abaixo de 1 mg/kg ndo sio passiveis de
afetar adversamente o crescimento de plantas. Um estudo apresentado pelo Boletim
ETAD (1995) com quatro corantes diferentes ndo demonstrou nenhum nivel de efeito
contra inimeras plantas até 100 mg/kg ou acima e, concluiu, segundo um calculo
tedrico da concentragdo de um corante no lodo do esgoto, que estes suscitem

qualquer duvida quanto a aplicagao do lodo como adubo agricola.

O emprego do lodo residual resultante dos tratamentos biolégicos de despejos
liquidos sanitarios ou industriais em areas agricolas é previsto pela legislagao do
estado de Sdo Paulo. A CETESB (1999) estabeleceu procedimentos, critérios e
requisitos para elaboracdo de projetos, implantagdo e operacdo de sistemas de
aplicacao desses lodos. Varios sao os critérios a serem pesquisados e observados
para incorporagdo desses ao solo, entre eles destaca-se a necessidade da
caracterizacgao fisico-quimica e microbiolégica dos mesmos; no caso de industrias
que manuseiam substancias consideradas toxicas — como os lodos das inddstrias
téxteis, exige-se a apresentacdo dos resultados de genotoxicidade — avaliados pelo

17



teste de mutagao génica reversa em bactérias, conhecido como teste de Ames.

Como anteriormente mencionado, atualmente, sdo os sistemas biolégicos os
mais utilizados e, embora tenham a capacidade de reduzir a DBO e até mesmo a
DQO, tém problemas na redugao da cor nos efluentes aquosos. Desta forma, a
literatura sugere que ha um grande potencial para o desenvolvimento de sistemas de
descoloragao microbioldgico, visando a total remocéo da cor (Banat et al., 1996).

De acordo com Banat et al. (1996), tais processos biolégicos podem ser
adotados como um pré-tratamento ou pés-tratamento na descoloragdo, combinado
com sistemas de tratamento convencionais (lodo ativado) como uma alternativa
efetiva para uso pelas industrias téxteis de tingimento. Uma das maneiras possiveis é
0 desenvolvimento de sistemas de pré-tratamentos envolvendo o emprego de
microrganismos termotolerantes ou termofilicos pois os residuos corados sdo
liberados a temperatura de 50- 60°C.

Um outro aspecto a ser considerado relaciona-se ao tratamento do lodo
residual onde existe a presenca de corantes adsorvidos, alta quantidade de
nitrogénio (devido a presenga de microrganismos) e sais minerais oriundos da adigao

de produtos quimicos durante o processamento e tingimento de artigos téxteis.

A ocorréncia de compostos tais como fendlicos, aniséis, aril-o-diéters e
bifenilas, comuns tanto nas ligninas como nos poluentes organicos, levou as
pesquisas com os fungos da degradagdo branca visando a degradagdo de
xenobidticos. Estudos com compostos poluentes radiomarcados (*“C) demonstraram
que o sistema ligninolitico do Phanerochaete chrysospornium é capaz de clivar o anel
aromatico de iniUmeros compostos. Até o0 momento, os fungos da degradacao branca
$30 0s unicos eucariotos conhecidos capazes de clivar anéis aromaticos fundidos dos
hidrocarbonetos. Conseqiientemente, tém-se proposto que sistemas de biotratamento
inoculados com esses fungos possam ser um modo de promover a destoxificagdo de
residuos quimicos poluentes. Obviamente considerando seu emprego em tratamentos

aerobios de efluentes residuais contaminados, lodos, sedimentos, e aterros onde os
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procedimentos de tratamento incluam processo de lodo ativado, lagoas aeradas,
digestao aerdbica, compostos aerébicos, filtros e bioreatores. Além disso, existem
cerca de 1600 espécies de basidiomicetos envolvidos com a reciclagem do carbono
da lignina, uma propriedade promissora a ser investigada na biodegradacao de
poluentes ambientais organicos e aromaticos (Rajarathnam et al., 1992).

3.3. O processo de biodegradagao da lignina e de corantes

Varios sao os processos biolégicos que vém sendo estudados para o

tratamento dos residuos da industria téxtil visando a descoloragao.

Entre os microrganismos implicados com a descoloragdo de corantes téxteis
estdo as bactérias, fungos, algas e mais recentemente consorcios de culturas de
bactérias (Banat et al., 1996). Muitas bactérias foram capazes de descolorir os
corantes téxieis. Os problemas encontrados relacionam-se ao isolamento e ao
periodo de adaptacdo desses microrganismos ao meio contendo o poluente, e a
capacidade de descolorir do microrganismo que nao é verdadeira para todos os
corantes. Trabalhando-se com consorcios de bactérias essa condicdo pode ser
melhorada uma vez que os residuos contém normalmente mais de um corante, além
de outros produtos quimicos, no entanto, nessa situacdo as condigbes do meio
devem, freqientemente, ser alternadas por condigoes de anaerobiose e/ou aerobiose
para alcancar-se completa degradagdo (Banat et al., 1996). Recentemente, uma
mistura de bactérias, chamadas de PDW e PDC mostraram-se capazes de descolorir
alguns dos varios corantes téxteis testados (Banat et al, 1996). O consércio
microbiano chamado de PDW foi capaz de descolorir os corantes sob condigdes
anaerobicas e a média de remogao da cor de um efluente téxtil foi de 76%. Os testes
preliminares com isolados dessa mistura mostraram que nenhum dos isolados era
capaz de descolorir qualquer um dos corantes testados (Nigam et al., 1996). Os
actinomicetos também podem solubilizar a lignina, mas a mineralizacao a CO; ocorre
em menor extensao do que a apresentada pelos fungos da degradagao branca e,
segundo Ghosh & Singh (1993), tanto os actinomicetos quanto as bactérias capazes
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de metabolizar a lignina o fazem = uma taxa menor que os fungos da degradagao
branca.

De acordo com Banat et al. (1996), até o momento apenas uma pesquisa
envolvendo algas para a descoloragédo de corantes azo obteve resultados positivos.
Varias espécies de Chorella e Oscillatoria foram capazes de degradar os corantes
azo a aminas aromaticas e, posteriormente metabolizar as aminas aromaticas a

compostos organicos simples ou a COa.

Portanto, ainda, os biodegradadores considerados mais efetivos séo os fungos
da podriddo branca e da podriddo marrom que degradam os materiais
lignocelulésicos naturais de duas maneiras distintas, respectivamente: (1)
degradacdo simultdnea da celulose, hemicelulose e lignina; e, (2) degradacéao
seletiva da lignina e hemicelulose (Ghosh & Singh, 1993).

O Phanerochaete chrysosporium (Sporotrichum pulverulentum, estagio
imperfeito) € um dos mais potentes organismos ligninoliticos disponiveis, sendo o
mais estudado. Possuem caracteristicas tais como crescimento rapido, degrada
extensivamente a lignina a alta temperatura, apresenta formacéo de conidios na fase
assexual em abundancia, e seu ciclo a fase sexual é rapido. Para o metabolismo da
lignina esse fungo produz um sistema ligninolitico constitutivo, que se expressa
somente durante a fase secundaria e é induzido pela limitagao de carbono, sulfato e
nitrogénio, sendo altamente oxidativo (Leisola & Feitcher, 1985; Ghosh & Singh,
1993).

Aparentemente os fungos da degradacdo branca biodegradam a lignina
atraves de diferentes combinacbes de peroxidases e oxidases chamadas
genericamente de ligninases (Leisola & Feitcher, 1985). Compreende-se por
ligninases varias isoenzimas: lignina peroxidases (LiPs), peroxidases dependentes do
manganés (MnP) bem como fenoloxidases e oxidases capazes de produzir H20>
(Tuor et al., 1995).
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As enzimas extracelulares associadas com a degradagdo da lignina por
Phanerochaete chrysosporium incluem as LiPs, as MnPs e a oxidase glioxal geradora
de H20: (Rajarathnam et al., 1992).

Estudos sobre a dindmica de produgdo das enzimas revelam varios padroes.
Estas podem ser excretadas paralelamente a producdo da biomassa ou como um
evento secundario, acompanhado por uma perda de peso significativa; outro fator
responsavel por diferencas na atividade enzimatica pode estar relacionado a perda
potencial para a produgéo de enzimas quando uma cultura é armazenada por longos
periodos (Szklarz et al., 1989). No caso do Pleurotus flabellatus o meio de batata
dextrose agar levou a deterioracdo da capacidade de degradagéo do substrato palha
de arroz, provavelmente devido ao envenenamento pela glicose, por conseqiéncia o
meio de malte agar € indicado na manutencao de culturas de Pleurotus (Rajarathnam
& Bano, 1987).

A LiP descoberta em 1982, por Glenn e colaboradores (Haapala & Linko,
1993), em filtrados de cultura de P. chrysosporium, foi inicialmente chamada por
diferentes nomes tais como oxigenase dependente de Hz0, ligninase e diarilpropano

oxigenase, até que se descobriu serem estas peroxidases (Leisola & Waldner, 1988).

A LiP € capaz de oxidar substratos de lignina nao fenolicos, contrario a lacase.
O P. chrysosporium também produz um outro tipo de peroxidase dependente da
presenca de Mn(ll), chamada manganés peroxidase (MnP) que oxida Mn(Il) a Mn(llI)
e e capaz de oxidar varios substratos. Este fungo mostra atividade ligninolitica
somente durante o metabolismo secundario sob limitacdo de nitrogénio e carbono. O
papel do fosforo permanece incerto e outros elementos minerais tais como Cu(ll),
Zn(l) e Mn(ll) parecem exercer uma influéncia na produgao da LiP (Haapala & Linko,
1993).

As ligninas peroxidases e as peroxidases dependentes de manganés sdo
glicoproteinas. Cerca de quinze peroxidases diferentes e MnP foram isoladas e

purificadas considerando seu ponto isoelétrico. Todas as peroxidases contem um
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grupo heme porfirina-ferro por molécula. O ferro é oxidado por H202 a um estado de
oxidag&o maior o que torna a enzima capaz de oxidar a lignina e outros compostos
relacionados (Leisola & Waldner, 1988).

As LiPs na presenca de perdxido de hidrogénio catalisam a oxidacdo de um
elétron de uma grande variedade de compostos aromaticos, dando como produtos
iniciais, radicais aril catiénicos que subsequentemente interagem em reagdes
dependentes-substituintes tanto de radicais livres e de natureza idnica. As LiPs sdo
ovidantes mais fortes que a “horse radish peroxidase” (HRP). Os radicais catidnicos
i Jem ndo enzimaticamente levando a quebra nas cadeias laterais alifaticas e
nucleos aromaticos (Rajarathnam et al., 1992).

A lignina peroxidase tem uma atividade étima a pH de aproximadamente 2,0 a
temperatura ambiente e é facilmente superoxidada pelo excesso de H.0. a forma
inativa. A inativagdo também pode ocorrer pela perda do grupo heme sob agitagao
forte (Leisola & Waldner, 1988).

A manganés peroxidase (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 concentragdo protéica nas reagdes e inibida
completamente por NaNO;, KCN e EDTA a 1mM. A MnP oxida uma grande
variedade de corantes, incluindo o vermelho fenol, o-dianisidina e “poly R” (Kuwahara
et al., 1984). Demonstrou-se que o Mn® tem fungdo na mineralizacédo da lignina
sintética por fungos da degradagao/podridao branca, tanto como mediador ativo para
MnP como regulador da sua produgdo, bem como da produgdo da LiP e lacase
(Kerem & Hadar, 1993). A MnP realciona-se a LiP pois, esta (ltima, oxida Mn** a
Mn*, o Mn* pode oxidar unidades fendlicas da lignina e, pode estar envolvido na
fragmentacgao da lignina (Rajarathnam et al., 1992).

Em meio liquido, a produgdo de enzimas ligninoliticas pode ser dividida em
duas fases. A primeira fase, de crescimento do fungo quando a velocidade de
agitacao nao é critica. Durante a segunda fase, de producao da enzima, a velocidade
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de agitacdo 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 € a tensdao de oxigénio - o crescimento procede
rapidamente quando as culturas, em meio liquido, sdo aeradas e, a atividade
ligninolitica ocorre entretanto mais rapido, alcangando maiores teores quando a
atmosfera é de 100% de O: (Leisola & Waldner, 1988). No entanto, em meio sélido o
oxigénio nao é fator limitante para a taxa de degradacgédo da lignina, nem a taxa de
respiragao do fungo foi afetada pelo enriquecimento com O (Kerem et al., 1992).

A temperatura de crescimento para o P. chrysosporium tem um papel
importante na produgdo e na maxima atividade da MnP e LiP. Em temperaturas altas
(39°, 33° e 28°C) houve produgcdo 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 6tima para crescimento
entre 39-40°C. Sua taxa de crescimento diminui com o abaixamento da temperatura,
determina um atraso na producao de MnP e LiP mas, melhora a atividade dessas e
diminui a atividade proteolitica.

O alcool veratril aparece como metabdlito secundario nas culturas ligninoliticas
de P. chrysosporium e é conhecido como indutor das LiPs. 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 fungao € estabilizar a LiP pela remocdo de excesso de
H20: (Leisola & Waldner, 1988).

O alcool veratril & oxidado pelas LiPs sob condigdes aerobicas a veratrildeido
e é o Unico produto da oxidacdo. Entretanto, sob condicées anaerdbicas 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
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anel aromatico (Leisola & Waldner, 1988).

De acordo com Shin et al. (1997), embora ainda hoje ndo se conheca com
precisao quais as enzimas que sdo capazes de degradar a lignina in vivo, dois grupos
de peroxidases, a lignina peroxidase(LiP) e a manganés peroxidase (MnP), parecem
estar associadas com a atividade ligninolitica. Essas enzimas tém sido
extensivamente estudas em Phanerochaete chrysosporium e outros fungos da
podridéo branca, tais como Panus tigrinus, Panus brevispora, Trametes versicolor,
Phlebia radiata, Bjerkandera adusta e Phlebia ochraceofulva.

Uma outra enzima, a lacase tem recebido consideravel atengao nesses Ultimos
10 anos devido ao seu papel na degradagéo da lignina e aplicagbes potenciais na
destoxificacdo de poluentes fendlicos (Kumaran et al., 1997). A lacase é uma
polifenoloxidase e é produzida pelos fungos da podridao branca com excegao do
Phanerochaete chrysosporium que produz pouca (Tuor et al., 1995) ou nenhuma
atividade (Wood et al, 1988). O pH 6timo e temperatura para lacase bruta de
Pleurotus sajor-caju foi de 6,0 e 50°C (Kumaran et al., 1997).

A lacase tem ampla especificidade para com o substrato. Esta enzima
emprega o Oz molecular como redutor e também oxida anéis fendlicos para radicais
fendxi. A lacase oxida compostos fendlicos por abstragdo de um elétron, com
formacdo de radicais que podem repolimerizar ou levar a despolimerizagdo. A
especificidade da enzima ao substrato depende da origem da lacase. Sua fungso
fisiolégica ainda n&o € clara e seu papel na biodegradagéo da lignina é incerto (Gold
& Alic, 1993), contudo a lacase e a MnP devem agir complementarmente ou
sinergisticamente.

A lacase € uma enzima de natureza glicoproteica. A lacase de Pleurotus
ostreafus € uma oxidase o-difenil que utiliza o guaiacol e o pirocatecol, sendo
inativada por hidroquinona, resorcinol e tirosina; seu ponto isoelétrico é de 2,9
(Sannia et al., 1986). O pH étimo para sua atividade depende do substrato; na
presenga de guaiacol e siringaldazina varia entre 50 — 60 e 6,0 — 7,0,
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respectivamente. E uma enzima estavel a varias temperaturas, mas a partir de 55°C
sua atividade diminui (Palmieri et al., 1993).

Dentre os fungos da podriddao branca produtores de lacases e outras
ligninases encontram-se as espécies/linhagens de Pleurofus. Alguns estudos
conduzidos com Pleurotus ostreatus, compilados por Rajarathnam & Bano (1988),
mostram que os principais parametros culturais afetando a degradagao da lignina por
estes basidiomicetos sdo o substrato de crescimento, a fonte e a concentragéo de
nitrogénio e as condi¢des culturais. De um modo geral a caréncia de uma fonte
externa de nitrogénio, temperatura de 25-30°C, disponibilidade de oxigénio e cultivo
estatico de Pleurotus spp, favorecem a degradagao de lignina.

Agosin et al. (1985) estudaram varios fungos da podriddo branca quanto a
capacidade ligninolitica empregando a lignina radiomarcada (“C-) de palha de ftrigo.
Pleurotus ostreatus mostrou-se um degradador altamente especifico da lignina. A
producéo de "“CO; foi maior quando a relagao C/N foi de aproximadamente 80, o pH
e a temperatura também mostraram ter influéncia. O pH ao redor de 56 e a

temperatura entre 23-29°C foram os melhores para o crescimento deste fungo.

Commanday & Macy (1985) observaram que a degradagdo da lignina por
Pleurotus ostreatus ocorreu em meio limitante em nitrogénio e foi trés vezes maior
que em meio contendo excesso. A fermentacdo em meio limitante em nitrogénio
suplementado com glicose (0,3%) aumentou a atividade ligninolitica; a descoloragao
do corante polimérico aromatico Poly R-481, em meio sélido foi também maior sob
condigdes limitantes em nitrogénio. Estes efeitos também foram observados na
atividade ligninolitica do Phanerochaete chrysosponium.

Kaal et al. (1995) estudaram cinco fungos da degradacgao branca, entre eles
Phanerochaete chrysosponum e Pleurotus ostreatus, quanto a atividade ligninolitica,
em meios nao limitantes em nitrogénio e observaram alta atividade ligninolitica com
excegcao para a atividade de LiP de P. chrysosporium. A lacase presente em

Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes bem como a MnP presente em todos os
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fungos testados foram estimuladas na presenga de meio suficiente em nitrogénio
(peptona), inclusive nas culturas de P. chrysosporium. A atividade ligninolitica de
Pleurotus ostreatus nao foi suprimida quando pH do meio foi 6,5.

Waldner et al. (1988), comparando o sistema ligninolitico de varios
basidiomicetos, demonstraram que sdo diferentes. Phanerochaete chrysosporium
demonstrou a maior atividade de LiP e esta n&o foi detectada em P. ostreatus,
embora a MnP estivesse sempre presente em ambos. O alcool veratril adicionado ao
meio foi oxidado a veratrildeido por oxidases extracelulares.

Estudo conduzido por Kerem et al. (1992), com Phanerochaete chrysosporium,
mostrou que a degradagdo da lignina por esse fungo esta relacionada com a
excregdo de uma enzima chave, a LiP. No caso do Pleurotus ostreatus onde
nenhuma atividade de LiP foi encontrada, a lacase foi a responsavel. Uma alta
atividade de lacase foi observada no inicio do periodo de degradacdo da lignina,
observado também por Akhmedova (1994). De acorde com Kerem et al. (1992), a
lacase pode atuar na destoxificagéo de compostos do substrato como oxidar grupos
fendlicos, agindo como uma enzima inicial na clivagem de cadeias laterais e anéis
aromaticos das porgdes fendlicas da lignina. Outras enzimas de natureza oxidativa tal
como as alcool veratril oxidases podem ter um papel importante na degradagdo da
lignina.

Guillén et al. (1994) também nao detectaram atividade de lignina peroxidase
em Pleurotus eryngii cultivado sob condigbes idénticas ao P. chrysosporium. No
entanto, uma oxidase — aril alcool oxidase, catalizando a reacao do alcool veratril a
veratrildeido foi encontrada.

A MnP foi implicada na degradagao de lignocelulésicos tanto na fermentacéo
sélida quando liquida. Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius produziram maior
atividade ligninolitica quando Mn(ll) foi adicionado ao meio (Kerem & Hadar, 1995;
Camarero et al., 1996). Segundo Kerem & Hadar (1995), a maior degradacédo da
lignina pode ser consequiente tanto do aumento da atividade de enzimas ligninoliticas
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quanto da producdo Mn(lil) que deve degradar preferencialmente as estruturas
lignocelulésicas complexas. No caso do P. pulmonarius foi detectado uma alta
atividade AAQ (aril alcool oxidase) junto com a biosintese de compostos anisil que
atuaram como substratos para o sistema produtor de H20, necessario para a acdo da
MnP;de acordo com Camarero et al. (1996) essa enzima porduz Mn(lll) que (na forma
de quelatos) pode participar no ataque de compostos fendlicos e nao fendlicos.

A atividade de MnP e lacase de Pleurofus sp. crescido em meio liquido e em
meio solido (palha de trigo) foi estudado por Lang et al. (1996). Ambas as enzimas
apresentaram alta atividade em meio liquido enriquecido com xarope de glicose; em
meio solido a atividade de lacase apresentou-se dez vezes menor e a maior atividade
de MnP coincidiu com a mineralizagao do pireno. A lacase desempenhou um papel
importante no inicio da degradagdo; o papel chave da LiP de Phanerochaete
chrysosporium na biodegradagao é executado pela MnP de Pleurotus sp. onde a
atividade de LiPs nao esta presente (Lang et al., 1996).

Diferentes linhagens/espécies de Pleurotus mostram varios niveis de atividade
de lacase. De quinze espécies investigadas quatro produziram a lacase mas a nao
tirosinase (Rajarathnam et al., 1992). A necessidade de oxigénio nao esta clara, pois
é diferente dependendo da fermentagéo utilizada, se sélida ou liquida. Em geral na
fermentacdo sodlida as necessidades de ar nao sao limitantes (Kerem & Hadar, 1993);
na fermentagdo liquida Pleurofus ostreatus degradou a lignina sob pressao
atmosférica, a 100% de oxigénio a degradagdo foi limitada, e P. comnicopiae nao
cresceu (Agosin & Odier, 1985).

Dhaliwal et al. (1992) também observaram esse fenémeno em Pleurotus
florida. A atividade de lacase foi afetada nas culturas em meio liquido sob agitagao,
promovendo disturbios na formacédo de “pellets” levando a uma diminuicdo no
crescimento e secregao da enzima; a palha de trigo (1% em meio liquido) aumentou a
atividade de lacase, porém também a adicao de glicose e lignina conduziram ao
mesmo resultado.
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Segundo Rajarathnam & Bano (1989), varias pesquisas descrevem a
degradacao de compostos modelos de lignina especificos radiomarcados (14C-Iignina)
por diferentes espécies de Pleurotus. Entre o género Pleurotus, parece existir duas
vias de degradacao: (1) a via na qual a abertura do anel aromético ocorre em primeira
instancia e, (2) a via onde a demetilagéo ocorre antes da abertura do anel.

A atividade de degradagdo da lignina & aumentada pela presenca da lignina
ou algum composto de baixo peso molecular derivado da lignina. A ativagao inclui um
aumento na oxidacéo e na taxa de produgdo de H.O: (Leisola & Fletcher, 1985).
Akhmedova (1994) observou em meio liquido que a biossintese de celulases,
hemicelulases e ligninases (peroxidases, lacase) de Pleurotus ostreatus dependem
da composigao e da estrutura do material vegetal empregado como substrato no meio
nutriente, e também do tempo de cultivo. Em geral, alta atividade enzimatica de
lacase e peroxidases foi observada quando o meio continha 1% de bagago de torta
de algod&o. A lacase é detectada antes da peroxidase, mas ha formagao de ambas
enzimas na fase exponencial e estacionaria (Ardon et al., 1996).

Pleurotus flabellatus produz intensa reacdo de cor com a maioria dos
compostos fendlicos mas nao com a tirosina, relacionada ao sistema de enzimas
oxidativas do tipo lacase responsavel também pela descoloragio de corantes
polimeéricos (Rajarathnam & Bano, 1989).

Segundo Banat et al. (1996), desde que a biodescoloragdo de residuos
liquidos e da polpa de papel, por Phanerochaete chrysosponium e Tinctoria sp, foi
relatada no inicio dos anos 80, varios estudos tém sido conduzidos na remogac de
corantes e, tem-se atribuido, até entao, descoloragdo de corantes poliméricos, por
fungos da podridao branca, pelas enzimas lignina peroxidases (LiPs), as peroxidases

dependente de manganés (MnPs) e lacases.

A descoloragao de trés corantes poliméricos Polymeric B-411, Polymeric R-
481 e Polymeric Y-606 por P. chrysosporium foi confirmada por Glenn & Gold (1983).
Seus resultados sugerem que a descoloracdo foi resultado de atividade do
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metabolismo secundario ligado a atividade de degradagao ligninolitica do fungo. O
processo, entretanto, foi lento e a descoloragao étima precisou de mais de 8 dias;
assim como na degradacdo da lignina a descoloracio foi suprimida nas culturas
crescidas a altas concentragbes de nitrogénio e mostrou-se dependente da
concentracdo de oxigénio no meio; a atmosfera de 100% de oxigénio o sistema
degradador dos corantes foi de 2 a 3 vezes maior que nas culturas aeradas. A

concentracao dos corantes empregada em meio liquido (pH 4,5) foi de 0,02%.

Platt et al. (1985) estudaram a descoloragdo do corante "poly-blue”
(polivinalanina antraquinona 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 capacidade
de descoloracdo desenvolveu-se na auséncia do corante mas, somente quando o
fungo foi previamente cultivado em substrato contendo lignina (palha de algodao). Os
resultados obtidos sugerem que a capacidade de descolorir ndo esta relacionada
diretamente a producao da lacase embora possa estar ligado a outros processos
conectados com a produgdo dessa enzima. Nas condigdes desse estudo mudangas
na concentracao de glicose e nitrogénio no meio nao exerceram efeito sobre a
capacidade de descoloragao. Em meio soélido e liquido a descoloracao por esse
Pleurotus ocorreu de imediato, enquanto que com o Phanerochaete chrysosponium
somente apds crescimento até as bordas da placa; fato relacionado pelos
pesquisadores ao efeito repressivo dos teores de nitrogénio (20 mM) no meio para
este ultimo fungo.

P. chrysosporium também biodegradou os corantes azo e os corantes
heterociclicos Orange Il, Tropaeolin O, Congo Red e Azure B (Cripps et al., 1990). A
extensado de remogao da cor variou dependendo da complexidade do corante,
disponibilidade de nitrogénio no meio e atividade ligninolitica da cultura e, esteve
relacionada ao metabolismo secundario. A baixas concentragoes de nitrogénio (1,2
mM) 90% da cor foi removida nas primeiras 6 h, enquanto que com excesso de
nitrogénio (12mM) foram necessarios mais de 5 dias para alcangar 63-93% de
descoloracao dos corantes acima mencionados. A capacidade de descolora¢ao
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também dependeu da concentragdo de oxigénio no meio liquido e foi suprimida por
inibidores da atividade ligninolitica tais como KCN, tiouréia e azida, e ndao ocorreu na
auséncia de atividade de lignina peroxidase. Nas culturas n&o ligninoliticas, onde
houve falta da veratril dicool oxidase, a descoloragido ndo ocorreu e houve adsorgéo
dos corantes ao micélio. A deplegédo de carbono (glicose), conhecida como indutora
do metabolismo secundario e da produgdo de lignina peroxidase, mostrou-se
responsavel pelo processo de descoloragao. No entanto, os corantes na presenca de
ligninas peroxidases purificadas sofreram um processo de descoloragdo, em alguns
casos, de menor extensdo que quando na presenga do fungo e apresentaram outros
metabdlitos secundarios. Os autores concluiram que embora as ligninas peroxidases
estejam envolvidas na degradagdo desses corantes azo e heterociclicos, inimeras
outras enzimas ou sistemas enzimaticos além das ligninas peroxidases, expressos no

metabolismo secundario, estao envolvidos com a quebra desses corantes.

Outros estudos realizados com P. chrysosporium sugerem que a
mineralizagdo do corante parece estar ligada a classe dos mesmos. Os corantes
reativos, dispersos, sulfonados e os "vat’ (que inclue "indigo blue"), foram
descoloridos enquanto que os corantes da classe "naphtol" e acidos ndo. Também a
capacidade biodegradativa deste fungo € devida, pelo menos em parte, a um sistema
de degradacdo da lignina naoc-especifica desse fungo. A observagdo que outros
fungos da degradagéo branca (Myrothecium spp. e Ganoderma spp.) degradam os
corantes azo sugerem que essa capacidade pode estar amplamente difundida entre
esse grupo de fungos (Bumpus, 1995).

Os corantes azo, sdo a classe de corantes mais usadas comercialmente e ndo
sao prontamente degradados pelos microrganismos. Os azo 4acidos sao
caracterizados pela presenca de um grupo azo ligado ao anel aromatico que em
adicdo carregam um grupamento do acido sulfénico. Esses compostos sao
empregados para colorir e estampar fibras téxteis naturais e sintéticas, couro,
forragGes, papel, etc. Os grupo sulfo e azo ndo ocorrem naturaimente, portanto os
corantes azo sulfonados sao considerados recalcitrantes (Paszczynski et al., 1992).
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Paszczynski et al. (1992) estudaram a mineralizagdo de corantes
radiomarcados no anel aromatico contendo grupos sulfénicos e grupos sulfo e azo
por Streptomyces chromofuscus e P. chrysosporium. Ambos promoveram a
descoloracao dos corantes, porém o fungo demonsirou maior capacidade
mineralizando os corantes. O sistema enzimatico observado na bactéria parece ser
mais seletivo as estruturas e ligacoes do sistema enzimatico do fungo. O fungo
mineralizou todos os corantes azo sulfonados mas houve variagdo na taxa de
mineralizacdo dependendo da complexidade da molécula. As peroxidases foram
responsaveis pelas transformagdes iniciais dos corantes azo. Foi observado também
um efeito do alcool veratrii na oxidagdo dos corantes pelas ligninases fungicas.
Outros estudos, compilados por Bumpus (1995), monstraram que a degradagao dos
corantes azo ocorre devido a uma reagdo de oxidagdo mediada por ligninas
peroxidases efou manganés peroxidases que sao secretadas pelos fungos da

degradagéo branca durante o metabolismo secundario.

A substituicao com grupos sulfonados nos componentes aromaticos de alguns
corantes azo pareceram nao afetar a biodegradabilidade dos corantes azo pelos
fungos da podridao branca (Paszczynski et al., 1992; Pasti-Grigsby et al., 1992). Em
contraste, mostrou-se que anéis aromaticos de corantes substituidos por fungdes
hidroxil, amino, acetomido ou nitro, sofrem uma maior mineralizagdo do que os
corantes sem anéis substituidos (Banat et al., 1996).

Uma série de outros corantes também foi testada a varias concentragdes e
estes foram descoloridos pelo P. chrysosporium, particularmente quando o alcool
veratril estava presente no meio. Acredita-se que o alcool veratril estimula a atividade
das ligninases, que aparentemente estdo ligadas a descoloracao. A degradacao de
dezoito azo corantes usando P. chrysosporium e somente oito foram degradados,
com 40-70% de remocao da cor. Essa degradacao foi, principalmente, devido ao
sistema enzimatico degradador da lignina ou por adsor¢cao desses a massa celular
(Banat et al., 1996).

A descoloragao do Poly R-478, um corante polimérico indicador da atividade
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de fenoloxidases, foi estudada como método potencial para separar os fungos
dégradadores da lignina dos n&o aptos. Em meio sélido, a descoloragdo ocorreu mais
lentamente que o crescimento radial, indicando que as enzimas de descoloracéo
estao associadas as hifas em crescimento e as desenvolvidas. As linhagens de uma
mesma especie diferiram na sua capacidade de descolorir mas, se alcangada, néao
houve diferencas entre os monocariotos e os dicariotos de uma mesma espécie. Uma
elevacéo da temperatura de 20°C para 40°C aumentou a taxa de descolora¢ao porém
em menor propor¢ao que a taxa de crescimento. Os estudos em meio liquido
sugerem que os sistemas enzimaticos, presentes nos diferentes fungos estudados,
envolvidos com a descoloragao deste corante especifico, ndo estio relacionados
somente a uma interacdo simples entre a MnP ou LiP, outras fenoloxidases nao
especificas bem como a lacase parecem estar envolvidas (Freitag & Morrell, 1992).

Dey et al. (1994) compararam a produgio de enzimas extracelulares de um
fungo da podriddo marrom da madeira Polyporus ostreiformis em relacado a de P.
chrysosporium e concluiram que as enzimas LiP e MnP estavam implicadas na
descoloragdo do corante Congo red. As concentragées empregadas com o corante
azo Congo red e tiazina azul de metileno foram de 0,003% e 0,005%,
respectivamente, em meio liquido e sélido. Embora o P. chrysosporium tenha sido
cerca de trés vezes mais eficiente que o P. ostreiformis na remocao da lignina, o P.
ostreiformis foi mais eficiente na descoloragdo do Congo red que, segundo os
autores, foi devido a alta atividade de MnP do fungo.

Kirby et al. (1995) estudaram a descoloragéo de um efluente téxtil artificial por
P. chrysosporium. O papel da lignina peroxidase também nio ficou claro, pois
somente pouca atividade da enzima foi detectada no processo de descoloragao dos
varios corantes sintéticos estudados separadamente e misturados (efluente artificial).
Nesse estudo a concentracdo dos corantes foi de 0,50.L™; na presenga de glicose
(10g.L™") seis dos corantes testados foram descoloridos enquanto que na auséncia
apenas trés. Os resultados sugerem que uma fonte primaria de carbono, tal como a
glicose, é essencial para uma descoloragio extensiva do corante, no entanto alguns
corantes puderam ser metabolizados como Unica fonte de carbono e energia por
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P. chrysosporium.

Knapp et al. (1995), ao estudarem a descoloragdo de corantes por
basidiomicetos causadores da podriddo da madeira, concluiram que todos os
isolados descoloriram alguns corantes, e todos os corantes foram descoloridos em
alguma extensao. A eficiéncia de remogéo da cor variou de 100% a 50%. Algumas
descoloragdes foram extremamente rapidas. Nenhum isolado mostrou-se eficiente
para todos os corantes, e alguns foram ineficientes na maioria dos testes.
Phanerochaete chrysosporium esteve entre os menos efetivos dos isolados. O
sistema de "screening”, que nao foi otimizado, empregou micélio pré-crescido em
extrato de malte suplementado com uma fonte de energia (glicose, 159.L'1). acrescido
do corante. Estudou-se a capacidade de sete isolados em descolorir 14 corantes das
mais variadas estruturas. Os resultados da maxima descoloracao foram apresentados
como o percentual de diminuigdo na absorvancia do pico principal de absorvancia da
luz visivel. Quando a adsorgéo ocorreu o exame do espectro de absorgdo da luz
revelou que todos os picos tinham diminuindo proporcionalmente em igualdade entre
si. Entretanto, quando a degradacéo ocorreu houve a completa remogdo do pico
principal ou mudanca significativa no espectro (isto €, uma mudanga na absorbancia
relativa a dois picos ou desenvolvimento de um novo pico). A adsor¢cao do corante
também foi evidente a partir da inspe¢do da massa micelial; aqueles fungos que
adsorveram o0s corantes apresentaram massa micelial densamente colorida,
enquanto que aqueles que causaram degradacao apresentaram massa micelial
branca. Todos os fungos testados acidificaram o meio, com pH normalmente
declinando para 4-5, no entanto, o pH nao teve efeito nos corantes ou em seu

espectro de adsorgao.

Alguns corantes foram altamente resistentes a descoloragao, enquanto outros,
como o indigo carmina, foram rapidamente descoloridos pela maioria dos isolados.
Crisofenina foi o corante mais resistente, seguido do amarelo clorazol, porém este foi
degrado (96%) apenas por Pleurotus ostreatus contra 46% por P. chrysosporium;
ambos sao azo corantes com base estilbena (Knapp et al., 1995).
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Pasti-Grigsby et al. (1992) mostraram que a natureza e a posicao de
substituintes em um dos anéis aromaticos de corantes azo podem influenciar a
descoloracdo. Eles também demonstraram que as enzimas ligninase e manganés
peroxidase diferem em termos de sua capacidade em degradar diferentes corantes.
No estudo realizado por Knapp et al. (1995), Pleurotus ostreatus foi capaz de
descolorir em 100% o indigo carmina, o vermelho reativo 4, o laranja Il, o verde
brilhante contra somente 21% de crisofenina. A correlagé@o entre a descoloragédo com
a atividade de lignina peroxidase nao foi possivel ser estabelecida, no entanto, os

autores concluem que o sistema ligninolitico esta envolvido.

Culturas ligninoliticas de inumeros fungos causadores da podridao branca da
madeira tém sido documentadas pela sua capacidade de degradar e descolorir varios
corantes. O envolvimento de MnP e LiP foi demonstrado na via de degradacgao de
alguns dos corantes. Entretanto, espera-se que os fungos da degradagdo branca
sejam diferentes na sua habilidade e capacidade de degradar corantes com base nas
suas diferencas qualitativas e quantitativas na producdo dessas enzimas. Tais
corantes também podem oferecer formas para diferenciagdo entre atividades
enzimaticas de peroxidases especificas lignoliticas (Vyas & Molitoris, 1995).

O corante "Remazol Brilliant Blue R" (RBBR) &€ um corante industrial
importante e é usado frequentemente como um material iniciador na sintese de
produca@o de corantes poliméricos. O RBBR, um derivado do antraceno, representa
uma classe importante de organopoluentes recalcitrantes e téxicos. Estruturalmente
parece-se com certos compostos aromaticos policiclicos que sdo substratos de
peroxidases ligninoliticas (Vyas & Molitoris, 1995).

Thorne (1993) propés o emprego do complexo celulose-RBBR para detectar
tanto a atividade ligninolitica quanto celulolitica de microrganismos com base na
quebra e descoloragdo do RBBR. A descoloragdo do RBBR também foi atribuida a
atividade de LiP produzida por Phanerochaete chrysosporium. No entanto, da selecao
de basidiomicetos, onde foi testada a atividade ligninolitica desses, espécies de
Pleurotus descoloriram o RBBR mesmo sem produzir LiP (Vyas & Molitoris, 1995).
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Consequentemente, Vyas & Molitoris (1995), investigaram a atividade
ligninolitica do Pleurotus ostreatus implicado na descoloragdo do RBBR, na presenca
€ auséncia do corante, em palha de trigo. Durante a fermentagao sélida em palha de
trigo, P. ostreafus produziu atividades de MnP, MIP (peroxidase independente do
manganés) e lacase. Produziu também uma enzima extracelular que necessita de
peroxido de hidrogénio para descolorir o RBBR. Atividades de LiP e VAO (veratril
alcool oxidase) nao foram detectadas. Esta atividade enzimatica que foi desenvolvida
na ausencia do corante, descoloriu completamente o corante in vifro (meio liquido
contendo o extrato das enzimas da fermentacdo solida). A atividade enzimatica foi
maxima nos valores de pH entre 3.5 a 4.0. Essa atividade foi independente do
manganés e o alcool veratril nao feve influéncia. A manganés peroxidase de P.
ostreatus nao descoloriu 0 RBBR. Este sistema enzimatico de descoloragdo do RBBR
dependente de perdxido de hidrogénio comportou-se como uma oxigenase possuindo
um centro metalico catalitico, talvez heme, porque foi inibido por NazS20s, NaCN,
NaN3, e deplecdo de oxigénio dissolvido e cisteina. Concentragoes de perdxido de
hidrogénio mais altas que 154 mM foram observadas serem inibitérias. A
descoloragdo do RBBR por P. ostreatus segundo Vyas & Molitoris (1995), € um
processo oxidativo. Desta forma, concluiram que o fungo da podriddo branca P.
ostreatus tem uma atividade enzimatica exiracelular descolorante do RBBR que
necessita da presenca de H20>, juntamente com MnP, peroxidase independente de
manganés, e atividades de fenol oxidases durante a fermentagao sélida de palha de
trigo. Eles sugeriram que a atividade enzimatica descolorante do RBBR pareceu ser
uma atividade ligninolitica nao descrita e que pode ter um papel importante na

degradacao da lignina e xenobidticos.

Recentemente, Shin et al. (1997) observaram atividade enzimatica de
descoloragao do RBBR dependente da presenca de H202 em filtrados de cultura de
P. ostreatus em meio quimicamente definido e sugeriram que uma outra peroxidase

esta envolvida na descoloracao do RBBR.

Na descoloragao do RBBR por Pycnoporus cinnabarnianus as fenoloxidases
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(lacases) catalizaram o processo. Esta atividade ocorreu paralelamente a deplecao
de nitrogénio e carbono, e sucessivas adigdes de glicose levaram a um segundo pico
de atividade da lacase durante a incubagéo. A extensdo da mineralizagio nao foi
determinada (Schliephake & Lonergan, 1996).

De acordo com Shin et al. (1997), Pleurotus produz um outro tipo de
peroxidase extracelular (PoP) e glicose oxidase bem como um sistema gerador de
H202. A especificidade de PoP ao substrato parece ser similar aquela da MnP que
nao pode oxidar compostos ndo fenélicos, mas ndo é dependente da atividade
catalitica do manganés. A correlagéo entre a degradagao da lignina e a descoloragéo
do RBBR foi demonstrada.

Shin et al. (1997) estudaram em meio liquido quimicamente definido a
presenca e caracterizacdo desta peroxidase extracelular (Pop). Verificou-se que essa
enzim a extracelular dependente de H20: esta implicada na descoloragéo do RBBR. A
atividade enzimatica foi maxima na idiofase, e a relagdo C/N foi de 24. Altas
concentragoes de C/N reprimiram a atividade enzimatica, e a adigdo de alcool veratril
nao teve nehum efeito na produgéo da enzima. A atividade 6tima da enzima foi a pH
3.0 a 3.5 e 25°C. A enzima mostrou afinidade com varios compostos fendlicos e
corantes artificiais, e foi inibida por NazS:0s, NaN;, e cisteina. O espectro de
absor¢ao da enzima foi maximo a 407,510 e 640 nm. A adicdo de H.0, ao meio
contendo a enzima resultou em uma diminuicdo na absorbancia a 407 e 510 nm.
Essa peroxidase tem alta afinidade com compostos fendlicos contendo grupos
dimetoxil e p-hidroxil diretamente ligados ao anel benzénico, tais como &cido
sinapinico e siringico. Entretanto, a enzima néo oxida o &lcool veratril, que é um
substrato bem conhecido da LiP. Também, essa peroxidase nao mostra afinidade por
compostos nao fendlicos, os quais estdo diretamente relacionados com a LiP. Entre
os corantes testados, a enzima mostrou maior afinidade ao corante cristal violeta

trife  ‘Imetano.

Young & Yu (1997) examinaram e compararam oito corantes incluindo indigo,
outros complexados com metal, antraquinona e azo por P. chrysosporium e Trametes
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versicolor. Inumeros fatores que podem afetar a degradabilidade do corante nos
sistemas fungicos também foram investigados, comparando-se com enzimas puras.
Os autores concluiram que o fungo P. chrysosporium é um degradador versétil de
corantes sinteticos de varias estruturas quimicas e que a descoloragdo da cor é
catalisada, principalmente, por ligninases e néo por peroxidases dependente de
manganés; tais corantes foram descoloridos mais eficientemente sob condicoes
acidas (pH 3.5-5), com 1mM de alcool veratril e alta concentragédo de perdxido de
hidrogénio (0.2 ou 0.8 mM), dependendo da estrutura do corante. Embora uma alta
concentracao de alcool veratrii ndo cause danos a remogdo da cor, uma alta
concentragado de perdxido de hidrogénio reduz consideravelmente a eficiéncia de
remogao da cor em alguns corantes; corantes com diferentes estruturas sao
descoloridos & diferentes taxas intrinsecas enzimaticas e altas concentracdes de
corante resultam em menores taxas de descoloragdo, em geral. A concentracdo de
corante acima da qual efeitos negativos foram observados variou de 10 a 125 mg.L",
dependendo da estrutura do corante.

Os resultados indicaram que um bioprocesso eficiente empregando-se
basidiomicetos para remogdo da cor de efluentes industriais devem produzir
ligninases, H202, alcool veratril continuamente e coordenadamente sob condigoes
acidas e controladas. Informacées sobre a importancia da co-producdo de
peroxidases, peroxido de hidrogénio e alcool veratril pelas células destes fungos sdo
essenciais para delinear-se um bioprocesso na descoloragéo de corantes sintéticos
(Young & Yu, 1997).

Rodrigues et al. (1999) estudaram varios fungos da degradacao branca na
descoloragao de 23 corantes industriais. Todos as linhagens de Pleurotus ostreatus
exibiram alta atividade de lacase e manganés peroxidase. As culturas cultivadas em
graos integrais de aveia mostraram maiores produgdes de lacase e MnP quando
comparadas ao crescimento em meio liquido e, somente a atividade de lacase

correlacionou-se com a descoloragao dos extratos brutos.

Outros estudos com lacases de varios basidiomicetos tém demonstrado que o
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processo de descoloracdo de corantes industriais € decorrente da presenca dessa
enzima, no entanto para descoloragdo do corante indigo e corantes azo ha
necessidade da presenga de metabdlitos tais como 2,2°-azino-bis(3-etiazolina-6-
sulfonato) ou ABTS e o corante antraquinona que podem mediar a descoloragao
daqueles corantes (Wong & Yu, 1999) assim como hidroxibenzotriazol como radical
mediador livre (Reyes et al., 1999).

Swamy & Ramsay (1999a) estudaram cinco espécies de fungos da podridao
branca na descoloragdo do amaranto, remazol black B, remazol orange, remazol
brilliant blue, reactive blue e treopeolin O em placas. Bjerkandera sp BO55, P.
chrysosporium e Trametes versicolor foram os melhores na descoloragdo. Em meio
de cultura aquoso, as trés culturas formaram massa micelial que descoloriram, porém,
pelo menos em parte, com adsor¢cdo ao micélio. No caso da descoloracdo do
amaranto por Trametes versicolor a descoloragdo se deu devido a presenca de
lacase e MnP e, a limitagdo em nitrogénio favoreceu a expressio da atividade
ligninolitica.

Estudos preliminares, realizados no Centro de Energia Nuclear na Agricultura -
CENA (Campus da USP, em Piracicaba), empregando basidiomicetos, entre os quais
uma espécie de Pleurotus, puderam constatar a descoloragdo do corante indigo
empregado no tingimento do "blue jeans" (Balan, 1998). Esse corante permanece
presente no residuo liquido e no lodo residual apés tratamento pelo processo de lodo
ativado de efluentes de uma industria téxtil da regido de Americana-SP. Nesses
residuos além da presenca do corante indigo tem-se a presenga do corante preto
enxofre, microrganismos e sais minerais. O lodo residual é disposto em aterros
sanitarios controlados, ou incinerados (Boletim ETAD, 1995), e em alguns casos sdo

dispostos em lagoas até secagem.

Embora a capacidade de degradagao e produgéo de enzimas pelos fungos da
degradacao branca venha sendo extensivamente estudada em meio liquido, poucos
autores tém estudado a producgdo e atividade de enzimas durante a fermentacgdo
sélida, um processo natural de crescimento de tais fungos (Lang et al., 1996). Alguns
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estudos demonstraram que os fungos pertencentes ao género Pleurotus séo capazes
de metabolizar a atrazina, o pentaclorofenol e o antraceno, em meio de cultura
liquido.

A fermentagéo sélida € um processo onde o substrato insoltvel é fermentado
com umidade suficiente mas sem agua livre. A fermentagéo no estado liquido, por
outro lado, € um processo onde o substrato esta solubilizado ou em suspensao num
certo volume de agua. No processo de fermentagéo sélida o microrganismo nao
somente cresce na superficie do substrato mas também tem a capacidade de
penetrar no substrato e até mesmo nas células do Iimen (residuos agroindustriais,
tais como palhas e bagacos). A produgédo de cogumelo na fermentagdo sélida & um
dos processos microbiolégicos mais antigos conhecidos pelo homem; por esse
processo pode-se citar algumas vantagens na biotransformagao de lignocelulésicos
tais como melhora na quantidade de proteina e digestibilidade além da produgio de
outros compostos Uteis para industria (Chahal, 1991).

A fermentagéo solida necessita de menos gasto de energia do que na liquida,
tornando seu potencial de aplicagdo de maior interesse. Além disso a degradacao da
lignina € afetada por condicées culturais, entre as quais a aeragéo que é de grande
importancia (Kerem et al., 1992).

Entre outras vantagens que a fermentagcdo sélida oferece em relacdao a
fermentagao submersa estdo: menores volumes para fermentagcdo onde ndo ha
excesso de agua, baixos custos de energia para esterilizagao, facil aeracao, além de
ser um ambiente natural para os fungos da degradacio da lignina e um ambiente
menos favoravel para muitas bactérias (Rajarathnam et al., 1992). Por outro lado a
fermentagdo em meio liquido tem uma vantagem em relagao a fermentacdo em meio
solido quando se pretende caracterizar o efeito dos substratos na atividade
exocelular, pois as enzimas sdo mais facilmente detectadas (Masaphy & Levanon,
1992).

Os fatores que influenciam a degradagdo e sua variabilidade entre espécies
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idénticas ou ndo se relacionam as diferentes capacidades que uma espécie/linhagem
de Pleurotus tem, sendo em (Ultimo caso atribuido a interag&o entre genoma (material
genético hereditario) e fatores ambientais - fisicos, quimicos e biolégicos
(Rajarathnam et al., 1992).

Atualmente, as espécies comestiveis de Pleurotus tém sido largamente
estudadas devido a capacidade destas em cresceram numa ampla variedade de
materiais agroindustrais lignocelulésicos, com produgdo de cogumelos sem a
necessidade de fermentacdo prévia do substrato como ocorre no caso do Agaricus
bisporus e A. bitorquis, cogumelos comestiveis mais cultivados. Em comparagdo ao
Lentinula edodes, outro cogumelo comestivel bastante cultivado, a capacidade da
taxa de bioconversdo das espécies de Pleurotus € maior (Rajarathnam & Bano,
1989).

Sendo o cultivo de cogumelos comestiveis um dos processos de bioconversao
mais economicamente viaveis na bioconversao de residuos lignocelulésicos Buswell
et al. (1996) estudaram trés tipos de cogumelos, mais cultivados comercialmente,
Lentinula edodes, Volvariella volvacea e Pleurotus sajor-caju, os quais exibem
habilidades variadas na utilizagdo de residuos lignocelulésicos como substrato de
crescimento. Uma avaliagdo das principais enzimas lignoceluloliticas envolvidas
mostrou uma diversidade qualitativa entre esses cogumelos. P. sajor-caju mostrou-
se, das trés espécies, a mais adaptada, podendo crescer numa grande variedade de
residuos agricolas de diferentes composicoes em termos da razdo entre
polissacarideo/lignina. Nas condi¢des adotadas nesse estudo a MnP ndo se mostrou
tao importante na degradagcdo dos materiais quanto a lacase para o P. sajor-caju;
nenhuma atividade de LiP foi detectada, no entanto, duas veratril oxidases parecem
ter um papel importante na degradagéo da lignina entre as principais enzimas.

Diferengas entre as quantidades de enzimas produzidas e atividade das
mesmas foram observadas quando espécies de Pleurotus foram crescidas em meio
liquido e sdlido (Lang et al., 1996). A degradagdo da lignina de talos de algodao foi
mais seletiva em culturas de Pleurofus osfreatus do que em culturas de
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Phanerochaete chrysosponium (Kerem et al, 1992). Kerem & Hadar (1993)
observaram que a necessidade de oxigénio na fermentacdo sélida ndo é essencial,
para Pleurofus ostreatus a presenca de CO: manifestou-se importante para o
crescimento. Essa condicéo € observada durante o cultivo de cogumelos comestiveis

no periodo correspondente a colonizagdo do substrato e a alta atividade ligninolitica
(Rajarathnam et al., 1992).

Segundo Lang et al. (1996), ha poucas publicagdes sobre a degradacio de
xenobidticos misturados com material lignocelulésico, o substrato natural dos fungos
degradadores da madeira. No entanto, esses pesquisadores observaram a
mineralizagéo de pireno radiomarcado incorporado a palha de trigo inoculada com
Pleurotus sp., fato considerado significativo para estudos de remediagdo de solos.

Exemplos do emprego de residuos industriais utilizados tanto na fermentacao
liquida quanto sélida tém sido mostrados na literatura cientifica.

A possibilidade do emprego de residuos industriais para o cultivo de Pleurotus
spp. foi exemplificada por Tautorus (1985) e Rajarathnam et al. (1992). A polpa e os
residuos da fabricagdo do papel sao exemplos de residuos celuldsicos que sao
dispostos no ambiente ocasionando problemas ambientais e poluicao das terras. A
producdo do cogumelo comestivel Pleurotus sajor-caju foi observada empregando-se
como substrato de cultivo uma mistura do lodo da polpa de celulose (obtida

termoquimicamente bem como pelo processo kraft) com os residuos da industria da
maca.

Sanjust et al. (1991) estudaram trés espécies de Pleurofus na degradacao de
residuos aquosos da industria de azeitonas. Esse residuo € particularmente rico em
compostos fendlicos relacionados a lignina os quais sao também substratos para
atuacdo da lacase. As trés espécies estudadas cresceram satisfatoriamente nesse
residuo, particularmente P. ostreatus e P. floridae, que produziram grandes
quantidades de lacase extracelular com concomitante destruicdo dos compostos

fendlicos presentes. Os autores notaram também que o odor desagradavel inicial do
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residuo foi substituido por um odor agradavel no final da fermentacéo.

Outros residuos industriais potenciais sao citados por Rajarathnam et al.
(1992), tais como bagaco de citronela (utilizada para extracdo de éleos essenciais),
restos da extracao do linho, casca de laranja e residuos da destilaria de uvas.

Um outro aspecto que vém sendo pesquisado é o emprego dos substratos
residuais do cultivo desses cogumelos. Em geral, os residuos lignoceluldsicos
tornam-se mais sollveis, contendo altas quantidades de aglcares livres, menor
quantidade de lignina, uma estrutura celulésica com menor polimerizacdo, aumento
no teor de cinzas e presenca de varias enzimas. Entre as pesquisas realizadas
sugere-se que este substrato residual possa ser empregado na alimentagdo animal,
geracao de biogas e diretamente como adubo organico para producdo de vegetais
(Agosin & Odier, 1985; Rajarathnam & Bano, 1989) e remediacéo de solos (Lang et
al., 1996).

Além dos residuos agroindustriais normalmente pesquisados (palha de trigo e
residuos do algodao) e que tem potencial ou vém sendo utilizados comercialmente na
producao de cogumelos citam-se: as palhas de cereais outras além do trigo, residuos
de leguminosas e de sementes de oleaginosas, outros incluem residuos
agroindustriais como a polpa de café, o bagaco de cana de aglcar, sabugo de milho
(Rajarathnam et al., 1992; Ragunathan et al., 1996).

A possibilidade de utilizagdo de varios residuos evidenciando o carater
ecologico na melhora ambiental com um ciclo de vida na produgdo de cogumelos
menor @ com maior potencial de bioconversdo tém ocasionado a maior difusdo do
cultivo de Pleurotus spp., bem como o aumento de seu consumo em todo © mundo.
No Brasil esse cogumelo vem sendo cultivado em bagaco de cana oriundo das
usinas, nao necessitando de fermentacao prévia, devido a baixa concentracdo em
agucares (Bononi et al., 1995). Outro material lignocelulésico empregado para o
cultivo de Pleurotus spp. com sucesso foi a folha da bananeira seca senescente
(Sturion, 1994).
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Das consideragoes acima descritas pode-se, com a descoloragdo do residuo
liquido de efluentes das industrias téxteis por agdo das enzimas de Pleurotus spp.,
melhorar a descarga poluente referente a presenca dos corantes. O emprego desse
género de fungo da podridao branca justifica-se pela sua capacidade biodegradativa
com a producdo de varias enzimas hidroliticas e oxidativas além de apresentar
indmeras espécies (a maioria comestiveis) largamente difundidas em todo o planeta,
principalmente em regi6es tropicais e subtropicais (Rajarathnam & Bano, 1989;
Rajarathnam et al., 1992).

Ainda o emprego do lodo residual como substrato misturado ou nao a residuos
lignocelulésicos pode conduzir a mineralizagdo dos corantes e, pelo processo
biodegradativo obter-se um material com potencial de aplicagao para remediacao de
solos e/ou fertilizante. Ainda se misturados a residuos lignocelulésicos, produzidos
em grande quantidade, pode-se contribuir também com o aproveitamento desses que
ja vem sendo proposto e utilizado na produgao de cogumelos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
4.1.1. Espécies/linhagens de fungos:

Foram empregadas 14 espécies/linhagens de fungos do género Pleurotus,
a saber: Pleurotus ostreatus (POS 98/33, origem Sao Roque), P. ostreatus (POS
98/37, origem Sao Paulo), P. ostreatus (POS 98/36, origem Brasilia) e P. sajor-
caju (PSC 94/03) doadas pela Area de Biotecnologia e Microbiologia Agricola da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista - Campus
de Botucatu - SP; P. ostreatoroseus Sing. (CCB 016, origem Sao Paulo),
Pleurotus sp (CCB 068, origem Mogi das Cruzes), Pleurotus flabellatus (CCB 394,
origem Ribeirdo Grande), P. cf flabellatus (CCB 396, origem Ribeirdao Grande),
Pleurotus sp (CCB 507, origem Ribeirao Pires), Pleurotus sp (CCB 517, origem
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llha do Cardoso), P. sajor-caju (CCB 020), P. sp "Florida" (CCB 001) e P.
ostreatoroseus (CCB 440) doadas pela Colegéo de Culturas de Basidiomicetos da
Secado de Micologia e Liquenologia do Instituto de Botanica: e, Pleurotus sp
(origem Tailandia) doada pelo Departamento de Fitopatologia da Escola de
Agricultura "Luiz de Queiroz" da Universidade de Sao Paulo - Campus Piracicaba
- SP.

4.1.2. Corantes téxteis

Foram empregados os corantes indigo (Indigo BAN 30) em solugao aquosa
30% e preto enxofre (Preto Enxofre “ready to use” - SODYESUL ECO IV) em
solugao aquosa 30%, cedidos pela industria téxtil na forma em que esta os
adquire. A concentragdo empregada, em ambos os casos, foi de 0,02%, (p/v). O
corante polimerico Remazol Brilliant Blue R - RBBR (C.I. 61200; Reactive Biue 19,

Sigma R-8001) foi empregado na mesma concentracao, em meio sdlido.

4.1.3. Meios de cultura

Todos os meios de cultura foram empregados apés esterilizacao a 121°C

por 15 minutos.

4.1.3.1. MEA (malte extrato de levedura agar)

extratode Malte ............................. 20,09
extrato de levedura ........................ 2049
T | 20,0g
agua destilada q@.8.p. ........c.civiiiniii. Tk




4.1.3.2. Meio minimo para fungos (Pontecorvo et al. , 1953)

NaNO3 «..aninmmmmmssmg 6,0000 g
KHoPOys ..o 1,5000 g
L 0,5000 g
Mg B0  THD. .ocnsmsmmsmnsnamans 0,5000 g
FESO4 oo, 0,0001 g

ZNSO s snpiiisssivsnssinsvivsmusivisgs 0,0001 g

glicose .......ccoeeecieeiieiee, 10,0000 g

agua destilada q.8.p. ...cccoveeviiiiiiiennns ) b
pH 6,8

Este meio foi empregado como base para o teste com o corante RBBR em
meio soélido acrescido de agar (15 g.L™"). Também foi usado como meio de cultura
liquido, acrescido dos corantes presentes na mesma proporgao que em meio
sélido (0,02%, p/v), como unica fonte de carbono. Variagdes na concentracdo de
nitrogénio - 6 g e 0,6 g de NaNO; foram estudadas, em meio liquido, para uma

das melhores espécies/linhagens.

4.1.3.3. Malte 0,5%

extrato de malte........................ 0,50¢g
o A I—— 200¢
agua destilada 4.8.p.....ceeeiiiiiinnnnn. 1L

Quando empregado em meio liquido esse foi preparado sem o acréscimo

de agar.

4.1.3.4. Malte 0,5% acrescido de bagago de cana

extrato de malte........................ 0,50¢g
bagacodecana........................ 10,0g (p.s.)



agua destilada g.s.p......c.ccceeenc...... 1L

4.1.3.5. Meio liquido basal (Commanday & Macy, 1985)

BIDREE. oseomiscmnsnmsonsenpanpeut 0,3g
KH2POs..coeeeeeee 50g
CaClo.2H20ccuccisiivsinmsnisiismnrinces 0,2¢g
MGSOs...covieiiieeiee 0,59
minerais trago............c.ccooeeeo.. 20 mL/L
MBI, cssmennssmenassenusls 20

agua destilada........................... 1L

e minerais trago: preparou-se uma solugao contendo os seguintes minerais
em 1 litro de agua destilada: CuSO,.5H,0 - 0,2g; ZnS04.7H,0 - 0,1 g;
MnCl2.H:0 - 0,1 g; molibdato de sédio - 0,05 g; EDTA Na -= 0,6 g;
FeSO,.7H,0-1,0g.

e vitaminas: preparou-se uma solugdo contendo as seguintes vitaminas em
100 mL de &gua destilada: HCI piridoxina - 10 mg: riboflavina - 10 mg;
tiamina.HCI - 10 mg; nicotinamida - 10 mg; pantotenato -D-calcio - 10 mg;
acido para-aminobenzéico PABA - 0,5 mg; acido folico - 0,25 mg; biotina -
0,26 mg; B12 - 0,025 mg.

Este meio foi empregado para testar, em cultivo estatico, a descoloragao na
presenca de corante indigo como Unica fonte de carbono na concentragdo de
0,02% (p/v).




4.1.4. Ensaio de biodegradabilidade imediata

Realizado com base na metodologia descrita pelo IBAMA (1990).

4.1.4.1. Solugéao nutriente:

A solugao nutriente foi preparada adicionando-se para cada litro, 1 mL de

cada uma das solucbes estoque descritas a seguir:

o solucao de fosfato de aménio: KHPO, (21,74 g); KH.,PO, (8,5 q);
Na,HPO4.2H,0 (33,4 g): NH.CI (20 g); dissolvidos em agua completando-se o
volume para 1 litro e pH ajustado a 7,2.

e sulfato de magnésio: MgS0,.7H,0 a 22,5g.L™", em agua.

« cloreto de calcio: CaCl,a 27,5 g.L", em agua.

e cloreto férrico: FeCl;.6H,0 a 2,5 g.L™", em agua.

» solugédo de elementos trago: MgSO0,4H,O (39,9 mg); H3BO; (57,2 mg);
ZnS047H,O (42,8 mg); (NH,)6Mo;02 (34,7 mg), FeClis.EDTA (100 mg);
dissolvidos em agua completando-se o volume para 1 litro, sendo esterilizado
a 120°C/20 minutos.

e solucdo fonte de vitaminas: solugdo de extrato de levedura a 150 mg/L, em

agua.

4.1.4.2. Solugao padrao biodegradavel: glicose C¢H1206, peso molecular de 180;
0,400 g C; CO, — t de 1,466 mg/mg. Preparou-se 1 g C/L ou 3,666 g CO,—t/L, em
solugao nutriente para proporcionar concentracoes de 20 mg C/L ou 72,32 mg
CO,-t/L.

4.1.4.3. Solugcado das substancias teste: a partir da solucao de corante a 3%
pipetou-se uma aliquota necessaria para obter-se uma concentragdo de 20 mg
C/L ou 73,32 mg CO, —¥/L.
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4.1.4.4. Hidr6xido de bario a 0,025 N: dissolveu-se 4,0 g de Ba(OH),L™" de agua,
filtrou-se de forma a livrar a solugdo de precipitados. Para cada teste foram
preparados cerca de 5 L de solugao, estocados com vedacao apropriada para
evitar a absorgao de CO..

4.1.4.5. Hidréxido de sédio a 10 N: para purificagdo do ar comprimido preparou-se
a solugdo de NaOH - 400 g.L™".

4.1.4.6. Acido cloridrico a 0,05 N

4.1.4.7. Fenolftaleina a 0,04% em etanol (70%).

4.1.5. Degradacio do lodo - residuo sélido acrescido de materiais

lignocelulésicos

4.1.5.1. Espécies/linhagens de Pleurotus spp.: foram empregadas duas linhagens
de Pleurotus sajor-caju - CCB 020 e PSC 94/03, ambas destacarem-se como
degradadoras dos corantes preto enxofre e indigo na selegcdo em meio sélido.

4.1.5.2. Materiais lignocelulésicos empregados como substrato: foram
empregados bagacgo de cana umedecido por maceragao (12 horas em agua) mais
folha de bananeira seca e picada (6% do peso do bagaco de cana) acrescido de
30% de lodo (em peso tmido). O substrato foi misturado e, a ele, adicionou-se 1%
(em peso Umido) de carbonato de calcio mais sulfato de calcio (1:4). O substrato
foi acondicionado em saquinhos de tecido de algodao de malha grossa e levado a
pasteurizag&o por vapor fluente (aproximadamente 80-90°C) por uma hora. Apos
esse periodo o substrato tratado foi retirado e levado ao resfriamento em

temperatura ambiente.
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4.2. Métodos

4.2.1. Manutengao das culturas e preparo do inéculo

4.2.1.1. Manutengéo do estoque de culturas em MEA inclinado:

Os fungos foram mantidos em tubos de extrato de malte-extrato de
levedura-agar (MEA) inclinados e mantidos sob refrigeragéo; condicdo permitida
por um periodo de 2 anos. O método Castellani (Smith & Onions, 1983) foi

empregado para manutengéo do primeiro repique a partir das culturas originais.

4.2.1.2, Manutengao das culturas em graos de trigo:

Também foram preparados graos de trigo previamente hidratados por 24
horas, escorridos e acrescidos de carbonato de calcio/sulfato de célcio a 1% na
proporcao 1:4, em peso Uumido do gréo. Estes foram distribuidos em sacos
plasticos de poliestireno (6x12 cm), cerca de 20 g de graos/saco preenchendo em
2/3 do seu volume, fechados com espuma e, autoclavados a 121°C por 20
minutos. Apds esterilizagdo estes foram inoculados com 1 disco de cada uma das
culturas testadas previamente crescidas em placas de MEA, de 1 cm de diametro.
Os sacos contendo os graos inoculados foram incubados em BOD por
aproximadamente 20 dias a 28+2°C ; uma vez crescido o micélio, estes foram
armazenados sob refrigeracéao a 4 +2°C . Foram feitos sacos em duplicata para
cada cultura e, a cada 6 meses fez-se a renovagéo. Este modo de manutencao foi

escolhido para ativagéo imediata das culturas quando necessario aos testes.
4.2.1.3. Preparo do inéculo:
Quando necessario, as culturas crescidas em tubos de MEA inclinado

foram reativadas em MEA previamente esterilizado, vertido em placas de Petri e,

empregados como inéculo apés 7 dias de crescimento em BOD a 28+2°C, assim
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como os graos colonizados que também foram empregados como indculo direto
sobre o meio (um grao colonizado).

4.2.1.4. Preparo do inéculo para selegdo em meio sélido e liquido:

Testou-se a habilidade dos fungos em crescer em meios sélidos e liquidos
na auséncia e presenca dos corantes. Em meio sélido, placas nao inoculadas
contendo os corantes foram preparadas como controle para comparagao visual da
cor e observacdo da descoloragdo. Em meio liquido foram preparados frascos

contendo glicose como Unica fonte de carbono, empregados como controle.

4.2.2. Selegao em meio sélido
4.2.2.1. Meio minimo para fungos (PonteCorvo et al. , 1953) acrescido do corante
RBBR:

O meio minimo foi elaborado com 2 g de glicose/L (0,2%, no lugar de 2%
como originalmente indicado) acrescido do corante RBBR na concentragao de
0,02% (p/v) para testar as espécies/linhagens de Pleurotus quanto & habilidade
ligninolitica (Glenn & Gold, 1983; Freitag & Morell, 1992). O meio acrescido do
corante foi preparado e esterilizado a 121°C/15 minutos e vertido em placas de
Petri (90mm), cerca de 20 mL de meio/placa. Foram preparadas placas em
duplicata para cada espécie/linhagem testada. As placas em RBBR foram
inoculadas com discos de 1 cm de didmetro retirados das bordas das culturas
ativadas em MEA com micélio de 7 dias, para cada fungo testado. Os discos
foram colocados no centro das placas com RBBR com o micélio tocando o meio.
Apo6s a inoculagao, as placas inoculadas foram incubadas a 28+2°C em BOD por

12 dias. Placas controle, ndo inoculadas, foram incubadas simultaneamente.

Observacgoes diarias foram feitas para detectar o inicio da descoloracao.
Medidas do crescimento radial (cm) e do halo de descoloragdo (cm) no reverso da

placa foram feitas a cada 2 a 3 dias até o final do periodo de incubacao (12 dias).
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4.2.2.2. Meio de Malte Agar 0,5%

O meio de malte agar foi elaborado com 0,5% de malte e 2% de agar, com
e sem corante identificados como — MCA (malte corante agar) e MA (malte agar),
respectivamente; meio de malte agar acrescido de bagago de cana de agucar (1%
em peso seco) (BC) em particulas obtidas por moagem do bagaco ap6s passar
por sistema de peneiras, sendo a menor malha de 0,50 mm (ABNT 35, Tyler 32 -
GRANUTEST), empregado com corante e sem corante, identificados como —
MBCCA (malte bagaco de cana corante agar) e MBCA (malte bagaco de cana
agar), respectivamente. Os meios foram preparados e esterilizados a 121°C/15
minutos. Os corantes foram acrescidos aos meios na forma de solugéo aquosa a
3%, previamente esterilizados também a 121°C/15 minutos; para cada 300 mL de
meio, 2 mL da solugao de corante foram gastos, correspondendo a concentragao
de 0,02% (p/v).

Foram preparadas placas em duplicata para cada espécie/linhagem
testada. Estas foram inoculadas da mesma forma descrita acima para o teste com
o RBBR, assim como foram respeitadas as mesmas condigdes de incubacgéo e
leituras do crescimento radial e halo de descoloracao. Estas medidas foram

tomadas a cada 2 a 3 dias, até o final do periodo de 12 dias de incubagao.

4.2.2.3. Meio solido contendo lodo

A estes meios foram acrescidas quantidades pré-definidas de lodo,
previamente coletado na estacdo de tratamento da industria téxtil, sendo
conduzido ao laboratério sob refrigeracao e assim mantido por até 24 horas antes
do uso. Havendo necessidade de mais horas para o preparo, o lodo foi congelado
(-18°C) até ser utilizado. Todos os meios tiveram o pH ajustado para 6,0 pois, 0
lodo apresenta carater basico com pH ao redor de 12 a 13.
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4.2.2.3.1. Lodo na proporgac de 10% em peso imido

Como base empregou-se o meio minimo para fungos com 0,2% de glicose
e bagago de cana (1%); meio de malte a 0,5% acrescido de bagaco de cana (1%);
e, meio contendo apenas bagago de cana e lodo, nas proporgbes acima
indicadas. A quantidade de agar utilizada foi de 2,0%. Estes foram esterilizados a
121°C/20 minutos.

4.2.2.3.2. Meios contendo lodo na proporgdo de 5% em peso timido

Como base empregou-se meio de malte a 0,5% acrescido de bagaco de
cana (1%), meio de bagago de cana lodo 4gar e, meio contendo apenas lodo e
agar. A quantidade de agar empregada foi de 1,5%. Estes foram esterilizados a
121°C/20 minutos.

4.2.2.3.3. Meios contendo lodo na proporgéo de 2% em peso Umido

Como base empregou-se meio de malte a 0,5% acrescido de bagaco de
cana (1%), meio de bagago de cana acrescido de lodo agar e, meio contendo
apenas lodo e agar. A quantidade de agar empregada foi de 1,5%. Estes foram

esterilizados a 121°C/20 minutos.

Este experimento foi repetido, tendo o lodo sido homogeneizado para

adicéo, antes da esterilizacao.
4.2.3. Selegao em meio liquido
Empregou-se, a principio, trés meios liquidos, para selegdao de um deles

nos estudos posteriores, a saber: meio de malte 0,5%, meio minimo para fungos

e, meio basal.
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Estes foram testados para o corante indigo com as seguintes
especies/linhagens: Pleurotus sp (origem Tailandia), CCB 517, CCB 016 e PSC
94/03. Os meios foram empregados na auséncia e presenga do corante (0,02%).
Na auséncia do corante, os meios minimo e basal foram acrescidos de glicose
(testemunhas) na proporgdo originalmente indicada - 10 e 0,3%,
respectivamente. Estes foram inoculados com micélio crescido em MEA (discos
de 1 cm de diametro), e incubados em cultivo estatico por 12 dias a 28+2°C, apds

o que se fez as leituras conforme item 4.2.6.

4.2.3.1. Meio minimo para fungos com os corantes como Unica fonte de carbono

Empregou-se meio minimo para fungos como originalmente indicado (10g
glicose/l ou 4g de C/L) como controle, e 0 mesmo meio sem glicose, onde os
corantes foram usados como unica fonte de carbono (cerca de 0,02g de C/L). A
ambos corantes adicionou-se detergente nao-idnico (Tween 80) na proporgdo de
0,1%. Este procedimento mostrou-se necessario, principaimente, quando se
empregou o corante preto enxofre, afetado na sua solubilizagdo no pH indicado
para o meio em questao.

Foram preparados Erlenmeyer de 125 mL, em triplicata, contendo 25 mL de

meio, para cada corante e cultura testada.

Apoés autoclavagem a 121°C/15 minutos, os frascos foram inoculados com
discos de 1 cm de diametro das culturas testadas previamente crescidas em MEA
por 7 dias (1 disco/frasco). Frascos nao inoculados foram preparados como
controles - meio minimo sem glicose e sem corante € meio minimo sem glicose e
com corante, empregados na calibragédo e construgdo da curva de absorbéancia de

cada um dos corantes.

Cada corante foi adicionado ao frasco com meio minimo sem glicose da

mesma forma descrita para o meio sdlido, apés autoclavagem dos mesmos. Para
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cada frasco contendo 25 mL de meio, adicionou-se 167 pL da solugio de corante
a 3% (0,02%, p/v).

Os frascos inoculados com corante e sem corante, e os controle foram
incubados (cultivo estatico) em BOD a 28+2°C por 12 dias. Foram feitas as
seguintes avaliagbes no 12° dia de incubagéo: peso seco do micélio (frascos
inoculados), pi (frascos inoculados e controles) e obteve-se o percentual de
descoloragdo medindo-se por espectrofotometria, na regido do visivel, a

absorbancia nos tratamentos inoculados com corante.

4.2.3.2. Avaliagéo da degradagao/descoloracao dos corantes em meio minimo

liquido com duas concentragées de nitrogénio

Empregou-se meio minimo para fungos (PonteCorvo et al. , 1953) com 2g
glicose/L. com duas concentragées diferentes de nitrogénio - 0,6 g e 6,0 g de nitrato
de sddio. A ambos os corantes adicionou-se detergente nao-iénico (Tween 80) na
proporgao de 0,1%. Este procedimento mostrou-se necessario principalmente quando
Se empregou o corante preto enxofre, afetado na sua solubilidade no pH indicado
para o meio em questao.

Foram preparados Erlenmeyer de 125 mL, em duplicata, contendo 25 mL de
meio, para cada corante e cultura testada. Cada tratamento, com corante e sem
corante foi feito em duplicata e frascos adicionais foram preparados para que se
pudesse fazer leituras nos tempos 3, 6, 9 e 12 dias de incubagio a 28°C em BOD. A
cada leitura os frascos eram retirados e aliquotas de 10 mL de cada duplicata, apés
filtracdo sob pressao em papel de filtro Whatman n°® 1, foram reunidas e
acondicionadas em frascos ambar e congeladas & 18°C para determinagdo da
descoloracdo por cromatografia de alta resolugdo e, producdo e atividade das
enzimas ligninoliticas do fungo P. flabellatus CCB 394: lignina peroxidase, lacase e
manganes peroxidase. As medidas de peso seco do micélio e pH foram obtidas

conforme descrito abaixo.




4.2.4. Determinagao do potencial hidrogenionico

Empregbu~se na determinagdo do pH do meio liquido, tiras plasticas
indicadoras de pH de 0 - 14 (MERCK). Em meio sélido o pH foi determinado
retirando-se uma aliquota do mesmo de 10g, que foi homogeneizada em agua
destilada fervida e resfriada a 25°C. Apés 30 minutos mediu-se o pH pelo
emprego de potenciometro calibrado com tamp&o a pH 4,0 e 7,0. O potenciémetro
foi empregado em outras situagées, como na determinagdo do extrato obtido de
meio sélido.

4.2.5. Determinacao do peso seco do micélio

Tarou-se, em balanga analitica, os discos de papel de filtro WHATMAM n°
1 ap6s secagem destes em estufa @ 100+5°C por 1 hora. Estes foram empregados
para filtrar o meio contendo o micélio das culturas testadas apds 12 dias de
incubagdo. O micélio retido no disco foi seco em estufa a 100+5°C por 2 horas. O
peso seco do micélio foi obtido pela diferenca entre o disco de papel antes e apés
a filtracdo e secagem. Esse procedimento foi executado para cada frasco

inoculado.
4.2.6. Determinacao da absorbancia por espectrofotometria

Em primeiro lugar, determinou-se a absorbancia maxima e minima para
cada corante apos a obtengdo do espectro de absorgdo de cada um dos corantes.
Para tanto, empregou-se um espectrofotometro de varredura na regido do visivel
(HP-DIODE ARRAY SPECTROPHOTOMETER) tomando-se uma aliquota de 1
mL de cada um dos corantes (no caso do corante indigo a aliquota foi diluida em

10 vezes a concentragao empregada, 0,02%, p/v).

No final do periodo de incubacdo, empregou-se, para construcdo das

curvas de calibragdo de cada corante e leitura dos frascos inoculados com
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corante, o espectrofotdmetro da Marca Fento, modelo 432, nos comprimentos
indicados para cada corante correspondentes ao maximo e minimo de
absorbéancia. Para o corante indigo foram empregados os seguintes comprimentos
de onda: 596 a 694 e 686 nm (dependendo do meio liquido) e para o corante
preto enxofre 380 e 454 nm.

A leitura em dois comprimentos de onda foi feita segundo recomendacdo
de Glenn & Gold (1983). De acordo com esses pesquisadores, a adsor¢ao assim
como a transformagédo do corante pela agdo fingica sdo responsaveis pela
diminui¢do na intensidade de cor em solugédo. Desta forma, se a razao entre abs
max/ abs min permanece constante ou modifica-se muito pouco indica que houve
adsorgao do corante ao micélio e, se ha modificagdo na razio entre abs max/abs

min significa que o corante esta sendo degradado pela cultura fungica.

4.2.7. Andlise estatistica dos dados obtidos em meio liquido

Empregou-se o sistema de calculo estatistico SANEST. Foram feitas
analises de variancia para peso do micélio e percentual de descoloracao,
considerando-se o experimento inteiramente casualizado com dois fatores. O
teste de Tukey foi aplicado para diferenciagao das médias quando a diferenca
estatistica foi significativa.

4.2.8. Biodegradabilidade imediata em sistema aberto

Duas espécies/linhagens foram escolhidas para o teste de
biodegrauabilidade imediata cuja metodologia descrita por IBAMA(1990) foi
adaptada aos fungos em questso.

Este teste teve por objetivo avaliar a biodegradabilidade imediata, que deve
ocorrer em no maximo 28 dias, dos corantes em meio de cultura liquido onde esses
foram empregados como Unica fonte de carbono. As substincias em teste sdo

classificadas, quanto a biodegradabilidade, de acordo com a quantidade de CO;
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liberada. Se o produto teste apresentar um minimo de 70% de degradacdo, é
classificado como facilmente biodegradavel. Do contrario séo classificados como nao

facilmente biodegradaveis, no caso por esses microrganismos em estudo.

Foram empregados frascos contendo 3 L de solugdo nutriente, em duplicata,
aos quais foram adicionadas as seguintes substancias: padrao biodegradavel
(glicose), substancias em teste (corante indigo e preto enxofre); paralelamente fez-se
o branco (sem adigao de inoculo, substancia teste ou glicose). O ensaio de inibigao
(substancias em teste mais glicose) foi eliminado uma vez que conhecidamente os
fungos crescem na presenca dos corantes. Um total de 30 L de meio foi preparado
para cada teste.

A quantidade de padrao biodegradavel e substancias teste empregadas que
foram adicionadas ao meio foi calculada de modo a obter-se uma concentrac¢ao igual

a 20 mg de carbono/L.

Os frascos preparados com a solugao nutriente, acrescidos do inéculo, foram
aerados por 24 horas, apos o0 que fez-se a adicao do padrao biodegradavel e das
substancias teste (corantes). A aeracao foi continua durante todo o periodo de 28

dias de incubagao.

Um sistema de aeracao, livre de CO, , foi montado da seguinte forma: na saida
do ar colocou-se uma coluna cheia de cal sodada e |a de vidro, a esta foram
acoplados em série 5 frascos plasticos com capacidade 1 L com 700 mL de NaOH a
10 N (4 frascos) sendo o ultimo de agua. O ar filtrado foi distribuido por mangueiras
de silicone para cada um dos frascos de trés litros e, a estes foi acoplado um sistema
de 4 frascos de 250 ml/frasco teste de 3L ensaiado, em série, com 100 mL de
Ba(OH), a 0,025 N, para captura do CO; liberado.

Nos primeiros 10 dias de incubacao, a temperatura ambiente, foram feitas
retiradas diarias do frasco (250 mL) contiguo ao frasco teste, trocando-se o segundo

frasco para a posicao do retirado, de maneira que o segundo passou a ser o primeiro
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e o terceiro o segundo, assim sucessivamente. No lugar do quarto frasco foi colocado
um novo frasco de Ba(OH), Transcorridos os 10 dias, o frasco absorvedor de CO,
contiguo ao frasco em teste foi retirado a cada 5 dias, até o final dos 28 dias de
incubacgao. Imediatamente a retirada do frasco absorvedor de CO;, seu contelido foi
titulado com HCI a 0,05N, utilizando-se fenolftaleina como indicador.

O volume gasto de HCI entre as titulagées foi anotado e a diferenca entre os
volumes do branco com os outros tratamentos foi calculada. Os calculos foram feitos
considerando-se que 1 mg de carbono organico oxidado durante o ensaio produz
3,666 mg de CO, (correspondendo a 0,08333 mmoles de COy); considerando-se que
1 mmole desse gas reage com 2 mmoles de OH- do bario utilizado para absor¢ao,
00833 mmoles de CO, consomem 0,1666 mmoles de HCI, na titulagéo. Desta forma
multiplicando-se a diferenca de volume de HCI gasto na titulagdo por 1,1 obtém-se o
CO; desprendido ou liberado.

Os resultados em mg de CO, foram somados de modo a obter-se o CO;
acumulado durante o periodo de incubagao. Uma vez conhecida a quantidade de CO,
desprendida calculou-se a quantidade teoricamente esperada pela formula: % CO, -t
= (Cd/Ct) x 100 (onde: % CO,-t = percentual de degradacao ensaiada em um periodo
de tempo; Cd = quantidade de CO, total em mg liberado no periodo de tempo; Ct =
quantidade de CO, em mg esperado para completa oxidacao da substancia).

4.2.8.1. Ensaio com a espécie/linhagem Pleurotus flabellatus — CCB 394

Para este teste o inéculo foi preparado com sementes de graos de trigo
contendo micélio do fungo com 20 dias de crescimento. Foram adicionados aos
frascos cerca de cinco grios para cada 3 L de meio. Os tratamentos empregados
foram: padrao biodegradavel, substancia teste (6 L para preto enxofre, 6 L para
indigo), branco e, branco acrescido de inéculo cuja finalidade foi observar se parte do
CO; liberado era proveniente dos compostos organicos restantes no grao de trigo tal

como amido.
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4.2.8.2. Ensaio com a espécie/linhagem Pleurotus sajor-caju — PSC 94/03

Para esse teste o indculo empregado foi preparado em solugéo nutriente
estéril inoculada com discos de 1 cm de diametro com micélio do fungo
previamente crescido em malte 0,5% mais bagago de cana. A cultura crescida por
7 dias/28°C nesse meio liquido foi separada do disco e, o micélio presente no
meio triturado por 30 segundos em liquidificador. Para cada 3 L de solugdo
nutriente foram empregados 10 mL do inéculo. Os tratamentos empregados
foram: padrao biodegradavel, substancia teste (6L para preto enxofre, 6L para
indigo e 6L para uma mistura dos dois corantes) e branco. Nesse caso eliminou-

se o branco com in6culo uma vez que esse nao tinha fonte de carbono.

4.2.9. Analise de carbono dos corantes testados e carbono e nitrogénio nos

substrato soélido contendo lodo

Foi executada pelo método da combustdo via seca, com a utilizagdo do
analisador CARMOGRAPH -12 A - “WOSTHOF”.

4.2.10. Avaliagao em meio liquido e sdlido quanto a produgdao das enzimas

ligninoliticas

A quantificagao das atividades enzimaticas foi realizada empregando-se a
seguinte equacgao:
[(AVE)/(Rxt)]x10° = U/L; onde:
A = absorbancia
E = coeficiente de absorgcao molar
R = quantidade de caldo enzimatico

t = tempo de reagao (min)

4.2.10.1. Lignina peroxidase (Tien & Kirk, 1984): esta atividade foi determinada

mediante oxidagao do alcool veratrilico (Esso = 9300 mol/cm). O meio de reacéao de

59



oxidagdo foi composto de 0,6 mL do sobrenadante, 0,2 mL de H,0, 2,0 mM, 0,2 mL
de alcool veratrilico 2,0 nM em tampao tatarato de sédio a 0,4 M (pH 3,0). Areagao é
iniciada pela adi¢do de H,0, e o aparecimento do aldeido veratrilico é determinado
fazendo-se a leitura da absorbancia a 310 nm. A atividade é expressa em UJL.

4.210.2. Manganes peroxidase (KUWAHARA et al., 1984): esta atividade foi
determinada avaliando-se a oxidagdo do vermelho de fenol (Egyo = 4460 mol/cm) na
presenca de manganés e H,O,. A reagio é obtida mediante a mistura de 0,5 mL de
sobrenadante, 0,1 mL de lactato de sédio 0,25 M, 0,05 mL de MnSO,, 0,2 mL de
@ nina bovina 0,5%, 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%, 0,05 mL de H,0O, em
tampao succinato de sédio 0,2 M (pH 4,5).

A mistura é incubada a 30°C por 5 minutos e a reagdo é interrompida pela
adicao de 0,04 mL de NaOH 2,0 N. A absorbancia é lida a 610 nm e a atividade é
expressa em U/L.

4.2.10.3. Lacase (Szklarz et al., 1989, modificado): a determinagédo da atividade de
lacase foi feita empregando-se a siringaldazina como substrato enzimatico. A mistura
da rea~4%0 é composta de 0,6 mL de sobrenadante, 0,2 mL de tampao citrato-fosfato
0,05 M (pH 5,0), 0,1 mL de siringaldazina (0,1% em etanol), 0,1 mL de agua destilada.

A oxidagdo da siringaldazina (Es»s = 65000 molicm) até quinona foi
acompanhada durante 10 minutos a 525 nm. Esta atividade é expressa em UI/L.

4.2.10.4. Peroxidase (Szklarz et al. , 1989, modificado): a determinagao da atividade
de peroxidase foi feita empregando-se a siringaldazina como substrato enzimatico. A
mistura da reagdo é composta de 0,6 mL de sobrenadante, 0,2 mL de tampao citrato-
fosfato 0,05 M (pH 5,0), 0,1 mL de siringaldazina (0,1% em etanol), 0,1 mL de agua
oxigenada 2,0 mM.

A oxidagdo da siringaldazina (Eso = 29400 mol/cm) até quinona foi

acompanhada durante 10 minutos a 460 nm. Esta atividade € expressa em U/L.
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4.2.11. Andlise dos corantes degradados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE

A degradacéao/descoloragao dos corantes presentes foi feita por comparacéao a
uma curva de calibragdo para cada corante nas concentracdes iniciais de cada um
dos experimentos mencionados (item 3.232). A extensdo de
degradacao/descoloracgao foi avaliada no terceiro e ultimo dia de incubacao, mediante

avaliacao do extrato das culturas em meio liquido.

A extracao, limpeza do meio liquido, foi feita por centrifugacao a 10.000 rpm
por 10 minutos a 5°C. O extrato foi injetado em cromatégrafo - CLAE. O equipamento
empregado na deteccdo foi UV-VIS espectrofotometro UV-1201 Shimadzu; a coluna
cromatografica utilizada foi uma C18 de 25 cm.

Estudos preliminares foram feitos variando-se a fase moével, vazdao e
comprimento de onda visando a resolugao dos picos e separagéo dos mesmos. Para
o corante indigo: vazao 0,2 mbU/min, fase moével acetonitrila:agua (50:50) e
comprimento de onda 210 nm ou 253 nm ou 300 nm; para corante preto enxofre:
vazao 0,8 mL/min ou 0,4 mL/min a 210 e 250 nm e, fase movel acetonitrila:agua
(50:50); o meio com corante na razédo de 1:10 foi avaliado também empregando-se
como fase moével somente a acetonitrila; estes mesmos parametros foram
empregados também empregando-se como fase moével a acetonitrila:agua na

propor¢ao de 70:30.

4.2.12. Avaliacao do percentual de descoloragao por Pleurotus spp. em solucao
nutriente estéril e ndo estéril, empregado no estudo de biodegradabilidade

imediata

As espécies/linhagens escolhidas para o teste simulando a biodegradabilidade

imediata (item 3.2.8), empregando-se a mesma solugao nutriente e proporgées de
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glicose e corante, foram: CCB 394, Pleurotus sp (origem Tailandia), CCB 001, CCB
396, POS 98/37, CCB 020 e PSC 94/03.

Este teste teve por objetivo avaliar o desempenho dos microrganismos em
meio mineral esterilizado e nao esterilizado, sem agitacdo (aeracdo). Foram
preparados frascos, em triplicata, com 30 mL de solucao mineral, adicionados do
corante indigo na concentracdo de 20 mg C/L, frascos controles foram adicionados de
20 mg de C/L de glicose. Esses foram inoculados empregando-se suspensdo de
micélio previamente crescido em malte 0,5%. Apods inoculagdo os frascos foram
incubados por 28 dias a 28°C. Avaliou-se o peso seco do micélio e o percentual de
descoloracao.

Esse teste foi executado apenas com o corante indigo, devido aos resultados
obtidos no estudo de biodegradabilidade imediata.

4.2.13. Pré-teste com lodo acrescido de bagago de cana de acgucar
O bagaco de cana foi umedecido com agua, aquecendo-se o frasco em
microondas por cerca de 15 minutos em poténcia alta para lavar possiveis

substancias inibidoras ao crescimento dos fungos. A proporgcao empregada foi de 1:1.

O lodo da industria foi empregado como ele ¢é descartado pela inddstria, ou seja,

umido.

Empregou-se como inéculo a linhagem PSC 94/03. Foram testadas as
seguintes proporgdes, em duplicata:

somente bagaco de cana + mistura cal e gesso (1:4) 3% em peso Umido

» bagaco de cana + 10% de lodo + mistura cal e gesso 4%

bagaco de cana + 20% de lodo + mistura cal e gesso 5%

bagaco de cana + 30% de lodo + mistura cal e gesso 6%
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e bagaco de cana + 50% de lodo + mistura cal e gesso 7%

4.2.14. Degradacao do substrato - residuo sélido - lodo acrescido de

materiais lignocelulésicos

Empregou-se o lodo residual misturado a residuos lignoceluldsicos -
bagaco de cana e palha da folha de bananeira como substrato para duas
linhagens de Pleurotus sajor-caju (CCB 020 e PSC 94/03). Concomitante a
capacidade das linhagens descolorirem o lodo, avaliou-se as caracteristicas
quimicas, a producdo e atividade enzimatica e a mutagenicidade dos extratos

obtidos dos residuos descoloridos, comparando-se com controle ndo inoculado.

4.2.14.1. Preparo do indculo: o inéculo foi elaborado em sementes de grdao de
trigo previamente maceradas (uma noite em agua), escorridas e acrescidas de 1%
de carbonato de caicio e sulfato de calcio (1:4), distribuidas em frascos de vidro
(2/3 do volume total) que foram esterilizados a 121 °C por uma hora. Apés o
resfriamento os frascos foram inoculados com pedacos do micélio (1 cm2) dos
basidiomicetos estudados previamente crescidos em MEA (7 dias a 28°C) e,
incubados em BOD a 28°C por 15 dias.

4.2.14.2. Inoculagao do substrato: o substrato, apés resfriamento nos saquinhos
de tecido, foi transferido para sacos de polipropileno juntamente com a semente
colonizada pelo micélio do fungo, cerca de 10% em peso umido de semente foi
empregada. Foram preparadas quintuplicatas para cada tempo de avaliacao, para
cada basidiomiceto testado. Os sacos de polipropileno continham cerca de 300 g
de substrato inoculado que foram levados a incubagdao em BOD a 28°C por 30
dias. As avaliagoes foram feitas no inicio (tempo zero) e a cada 7-8 dias. Foram
preparados para cada tempo sacos ndo inoculados, como controle. A cada
amostragem os saquinhos foram congelados a -18°C para aguardar as

avaliagbes. Ao final de 30 dias foram realizados testes quimicos e toxicolégico.
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4.2.14.3. Avaliagdes: avaliou-se o valor do pH, a umidade, a concentracao de
carbono e nitrogénio total, material lignocelulésico (por fibra detergente neutro e
fibra detergente acido), demanda quimica de oxigénio (DQO), fenéis, fosforo,
potassio e magnésio. Foram avaliadas quantitativamente, em cada periodo de
incubacdo, as seguintes enzimas: manganés peroxidase, peroxidase, lignina
peroxidase e lacase. No final dos 30 dias também se avaliou a mutagenicidade

dos substratos colonizados e do controle.

4.2.14.3.1. Umidade e potencial hidrogeni6nico (pH): calculada pela perda de
agua "nds secagem a 105° + 5°C por 4 horas, de acordo com Helrich (1990).
O pH foi determinado em uma aliquota de 10 g do substrato combinado (das
repeticées) misturado a 90 mL de agua destilada, apés descanso de 30 minutos
com medidor de pH ajustado com tampées a pH 4,0 e pH 7,0.

4.2.14.3.2. Fibra detergente neutro (FDN): analisada segundo método para
determinacao dos constituintes da parede celular (celulose, hemicelulose, lignina

e proteina lignificada) descrito por Van Soest & Winer (1967).

4.2.14.3.3. Fibra detergente &acida (FDA): analisada segundo método para
determinagao da fragao lignocelulésica da AOAC 973.18 apresentada por Helrich
(1990). Conhecendo-se o percentual dos constituintes da parede celular (FDN e
FDA), determinou-se, apenas por diferenca entre as fracdes, o teor de

hemicelulose.

4.2.14.3.4. Demanda quimica de oxigénio (DQO): avaliado pelo método
titrimétrico em refluxo fechado, de acordo com procedimentos descritos Clesceri
et al. (1998).

4.2.14.3.5. Fenois: avaliado por extragcdo com cloroférmio, de acordo com
metodologia descrita por Clesceri et al. (1998).




4.2.14.3.6. Fosforo, magnésio e potassio: potassio e magnésio foram avaliados
por absorcao atdémica e, potassio por método colorimétrico (acido
vanadomolidofosférico, de acordo com metodologias descritas por Clesceri et al.
(1998).

4.2.14.4. Extracao do meio solido para as avaliagées enzimaticas

Todo o substrato (trés repeticbes), apdés descongelamento, foi
homogeneizado e uma aliquota de 100 g foi retirada e lavada 2 vezes com
fracoes de 200 mL de agua destilada. O extrato foi filtrado em tecido de algodao
de malha grossa e centrifugado por 5 minutos a 5000 rpm. O extrato foi entao
filtrado sob vacuo em filtro de papel e, congelado a - 18°C para determinagao das
enzimas. No dia das determinagdes o extrato foi descongelado e centrifugado por
mais 10 minutos a 5000 rpm.

4.2.14.5. Quantificagéo das enzimas presentes:

Avaliacdo da producao das enzimas ligninoliticas foi feita no extrato e
empregou-se os mesmos, fervidos por 10 minutos, como controle. Os métodos estao

descritos no item 4.2.10.

4.2.15. Avaliagao da Mutagenicidade - Teste de Ames

O teste tem por objetivo avaliar o potencial de certos compostos quimicos,
extratos de residuos sdélidos ou liquidos em induzir mutagbes no genoma de
linhagens de Salmonella typhymurium através da reverséo da mutacéo his “para his ",

com e sem um sistema de ativacido metabdlica.

O Teste de Ames foi desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames (Ames et al. , 1975) e
revisado por Maron & Ames (1983). Claxton et al. (1987) contribuiram com as

principais orientagdes e recomendacdes na condugdo desse ensaio assim como, na
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interpretacdo dos resultados. Gatehouse et al. (1994) resumem as principais

recomendacdes de consenso intenacional na realizago deste ensaio.

O teste emprega um conjunto de linhagens de Salmonella typhimurium,
derivadas da linhagem parental LT2 auxotréfica para histidina (his). Cada linhagem
padrdo contém um tipo diferente de mutagdo no operon da histidina. Além da
mutacdo quanto a histidina, as linhagens padrées tém outras mutacdes que
aumentam grandemente sua habilidade em detectar mutagénicos. A mutacéo do tipo
rfa torna a célula mais permeavel a moléculas grandes; a mutagao por uvrB confere
maior sensibilidade das células a luz ultravioleta: as linhagens com plasmidio
pPKM101 - Fator R sdao mais sensiveis aos diferentes mutagenos e tém maior
resisténcia a ampicilina. Essas linhagens sao revertidas por diferentes mecanismos e
a resposta aos mutagenos depende do modo de interagdo da substancia em teste
com o ADN bacteriano. As reversées ocorrem especialmente por mutacgbes do tipo
deslocamento de quadro de leitura (frameshift) e/ou por substituicao de pares de base
no ADN (Maron & Ames, 1983).

As linhagens sao incapazes de crescer em meio de cultura sem histidina a nao
ser que mutacoes estabelecam reversdes que restaurem a sintese da histidina. A
freqiéncia de reversao é medida pela contagem de unidades formadoras de colénias
de uma populagéo de células que foi exposta a uma substancia mutagénica. Além
dos controles negativos (solvente empregado na solubilizacdo da substancia em
teste) e positivos (substancias mutagénicas especificas para as mutacoes presentes
em cada linhagem padrao), inclui-se neste teste um sistema de ativacao metabdlica
(mistura S9) para detecgao de promutagenos ou mutagenos indiretos (Maron & Ames,
1983). Esses ativadores adicionais, tal como a mistura S9, sdo preparados de uma
mistura de enzimas de mamiferos, necessarias na detecgio de certas substancias
que se tornam mutagénicas somente ap6s metabolizagdo por determinadas vias nao

comuns as bactérias (Eaton et al., 1995).

O numero de revertentes por dose da substancia em teste é calculado, para

cada linhagem, por métodos estatisticos.
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O sistema teste constituiu-se de duas linhagens de S. typhimurium
denominadas TA 98 e TA 100, recomendadas por Houk (1992) em estudos com
residuos da industria téxtil. A linhagem TA 98 detecta mutagenos que causa
deslocamento do quadro de leitura e a linhagem TA 100 detecta mutagenos que
causa substituicao por pares de base.

O Quadro 1 resume o alvo de mutacdo de cada linhagem e genétipo
caracteristico.

Quadro 1. Linhagens que detectam mutagenos que causam deslocamento do quadro
de leitura (TA 98) e por substituicao por pares de base (TA 100) do ADN.

Alvo de
Linhagem Genotipo
Mutacao
TA 98 CG His D3052, rfa,A uvrbB, bio -, pKM101 (ApF)His
TA 100 CG His G46, rfa,A uvrbB, bio -, pKM101 (ApF)

Legenda: His = mutagdo do gene responsavel pela sintese de histidina; fa = permeabilidade da
membramde{ipopdideos;AuvrbB=delw§odogeneuwB:bb—=mma§éopambioﬁna:ApR =
ampicilina resistente; pkm 101 = plasmideo.

As substancias de referéncia, ou seja, mutagénicos empregados como
controles positivos para comprovar a capacidade de reversao das linhagens usadas

foram:

- azida sodica (Merck): Lote n° 609048; a concentragdo utilizada foi de 0,5 mg/placa e

a linhagem padrao foi.a TA 100 (sem ativador metabdlico)
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-2-nitrofluoreno  (Aldrich Chem. Co.): Lote n° ES 02408LR / N1,6754: a
concentracao utilizada foi de 0,5 mg/placa e, a linhagem padréo foi a TA 98 (sem
ativador metabélico).

- 2-aminoantraceno (Sigma): Lote n® 77H1867; a concentracao utilizada foi de 0,5
mg/placa. A linhagens padrao foram a TA 98 e TA 100 na presenca de ativador
metabdlico.

As amostras avaliadas foram os substratos colonizados, apos 30 dias de

incubacao. As amostras foram identificadas como se segue:

- controle: substrato composto dos residuos lignocelulésicos (bagaco de cana mais
folha de bananeira e lodo da industria téxtil, sem inoculagao);

- PSC 94/03: substrato composto dos residuos lignoceluldsicos (bagaco de cana mais
folha de bananeira e lodo da industria téxtil, colonizado pelo micélio do fungo PSC
94/03);

- CCB 020: substrato composto dos residuos lignoceluldsicos (bagacgo de cana mais
folha de bananeira e lodo da indstria téxtil, colonizado pelo fungo CCB 020).

4.2.15.1. Condigées do teste

As linhagens foram fornecidas em discos de papel onde estio adsorvidas,
contidas em sacos plasticos com pequena quantidade de meio de cultura. No
recebime o foram reativadas e em seguida foram preparados os estoques
permanentes adicionados de 5% de DMSO (dimetilsulféxido) como crioprotetor, onde
foram mantidas sob congelamento em nitrogénio liquido (-196°C). A partir do estoque
permanente, as placas com as linhagens ativadas foram preparadas para uso

rotineiro.

Os gendtipos de cada linhagem foram sistematicamente confirmados apos o

preparo da cultura a partir do estoque permanente.
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A verificacdo das caracteristicas genéticas de cada linhagem foi testada a
partir das culturas (culturas de 12 horas) que deram origem as linhagens ativadas,
quanto ao numero de revertentes espontaneos, dependéncia para histidina, presenca
de mutacao rfa através da sensibilidade ao cristal violeta, presenga de delecdo uvrB
verificando-se a sensibilidade a luz ultra violeta, presenga do plasmidio pKM101 em
meio contendo ampicilina que confere sua resisténcia a droga, conforme Maron &
Ames (1983).

4.2.15.2. Preparo dos indculos das culturas de Salmonella typhimurium

Uma algada de massa celular de cada cultura ativada foi inoculada em 30 mL
de caldo nutriente. Os frascos inoculados foram incubados a 35-37°C por 10 - 12
horas, sob agitagéo (150 - 170 rpm), de modo a obter-se uma densidade de 10% - 10°

células viaveis/mL.

O controle da viabilidade de cada linhagem foi feito através da contagem do
numero de unidades formadoras de colbnias.

4.2.15.3. Preparo do Ativador Metabdlico - mistura S9

A mistura de S9 - liofilizado da fragdo microssomal de figado de rato ativado
com Aroclor 1254 (Moltox - Molecular Toxicology Inc., Annapolis, MD, U.S.A)
adicionada de cofatores (NADP e solugbes de cloreto de potassio, cloreto de
magnésio hexahidratado, tampao fosfato e glicose-6-fosfato) foi preparada de acordo
com Maron & Ames (1983), imediatamente antes do inicio do teste. O preparado foi
mantido em banho de gelo por ndo mais que cinco horas. Todos os cuidados de
assepsia durante a preparagdo e manipulagdo da mistura S9 foram tomados. Em
paralelo conduziu-se teste de esterilidade da fragao S9 utilizada.
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4.2.15.4. Preparo das Amostras

As amostras foram preparadas de acordo com CETESB (1999), da seguinte

forma:

amostra controle: uma aliquota de 15,498 g do substrato, previamente seco 2
80°C, foi extraida com 100 mL de metanol, submetido a ultrassonificagao por 20
minutos. Do extrato, apés filtracdo em membrana de 0,45 um (por duas vezes) e
evaporagdo a 40°C, avaliou-se o material organico extraido (MOE) por
gravimetria. O MOE obtido de 15,498 g da amostra controle, na base seca, foi de
0,1239 g. Este MOE foi ressuspenso em 14 mL de DMSO (densidade = 1,11). Em
seguida, homogeneizou-se, obtendo-se a solugio estoque. A partir da solugao
estoque, aliquotas foram retiradas de modo a obter as concentracoes finais,
empregadas em placa, de: 6,64; 11,07; 63,10; 127,31 e 630,99 mg equivalente de

amostra na base seca/placa.

- amostra PSC 94/03: uma aliquota de 30,005 g da substéncia teste, previamente

seca a 60°C, foi extraida com 100 mL de metanol, submetida a ultrassonificagdo
por 20 minutos. Do extrato, apés filtragdo em membrana de 045 pm e
evaporacao a 40°C, avaliou-se o material organico extraido (MOE) por
gravimetria. O MOE obtido de 30,005 g da amostra PSC 94/03, na base seca, foi
de 0,3763 g. Este MOE foi ressuspenso em 27 mL de DMSO (densidade = 1,11) e
filtrado novamente. Em seguida, homogeneizou-se, obtendo-se a solugao
estoque. A partir da solugcao estoque, aliquotas foram retiradas de modo a obter
as concentragées finais, empregadas em placa, de: 5,0; 10,0; 50,0; 100,0 e 500.0
mg equivalente de amostra na base seca/placa.

- amostra ~CB 020: uma aliquota de 29,425 g da substincia teste, previamente

seca a 6U°C, foi extraida com 100 mL de diclorometano:metanol (2:1), submetida
a ultrassonificacdo por 20 minutos. Do extrato, apés filtragdo em membrana de
0,45 um e evaporagéo a 40°C, avaliou-se o material organico extraido (MOE) por
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gravimetria. O MOE obtido de 29,425 g da amostra CCB 020, na base seca, foi
de 0,2737 g. Este MOE foi ressuspenso em 27 mL de DMSO (densidade = 1,11).
Em seguida, homogeneizou-se e filtrou-se novamente, obtendo-se a solugéo
estoque. A partir da solugdo estoque, aliquotas foram retiradas de modo a obter
as concentragdes finais, empregadas em placa, de: 5,0; 10,0; 50,0; 100,0 e 500,0
mg equivalente de amostra na base seca/placa.

4.2.15.5. Procedimento Experimental

O meétodo adotado no procedimento experimental foi o de incorporagdo em
placas. Aliquotas apropriadas (em uL) das solugées estoque do extrato das amostras,
dependendo da concentragdo, foram adicionados juntamente com 0,1 mL da
suspensao de celulas (cultura de 12 horas) em tubo de ensaio estéril contendo 2 mL
de "top agar" com tragos de histidina e biotina. Essa mistura foi homogeneizada em
vortex por 2-3 segundos e vertida sobre a superficie de uma placa de Petri contendo
meio de agar minimo seletivo a 2% de glicose para as todas as linhagens testadas.

O mesmo procedimento foi adotado para os testes com ativador metabdlico,
realizado segundo Maron & Ames (1983), utilizando-se 0,5 mL/placa do preparado da
mistura de S9 recém preparada.

Para todos os tratamentos, controles e amostras, foram inoculadas placas em
triplicata. Ap6s 72 horas de incubacéo a 37°C, o numero de coldnias revertentes foi

contado.
Os tratamentos controle usados foram:

Bactéria

Bactéria + solvente (DMSO)

Bactéria + Substancia de Referéncia
Bactéria + Mistura S9 (ativador metabdlico)

Bactéria + Solvente (DMSO) + Mistura S9
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Bactéria + Mistura S9 + Substancia de Referéncia

4.2.15.6. Método Estatistico

Os dados foram analisados estatisticamente, utilizando-se o programa
Salmonel (Myers et al., 1991).

A substancia teste € considerada potencialmente mutagénica se atender os

seguintes critérios:

1) Aumento no nimero de revertentes dose-relacionado (p=0,05) entre as
concentragdes testadas e o nimero de revertentes induzidos;

2) E, em pelo menos uma dose, a razdo de mutagenicidade [RM= nimero de
revertentes na placa teste (niumero de revertentes espontaneos mais induzidos)/
numero de revertentes na placa controle (niumero de revertentes espontaneos)] for
maior ou igual a 2 para TA 100 e TA 98;

3) No caso de efluentes e residuos industriais, os resultados positivos para
mutagenicidade sao avaliados pelo nimero de revertentes/matéria organica extraida

comparados a tabela de classificagdo dada por Houk (1992).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sele¢ao com o corante RBBR

O meio minimo acrescido do corante RBBR mostrou-se adequado para

crescimento das espécies/linhagens de Pleurotus estudadas.

Considerando-se a taxa de crescimento, as linhagens de crescimento mais
rapido (1,00 a 0,84) foram: POS 98/37, CCB 020, CCB 068. As linhagens de
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crescimento intermediario foram: CCB 016, CCB 001, CCB 394, CCB 507, POS
98/33, POS 98/36, Pleurotus sp (origem Tailandia) e PSC 94/03; as linhagens que
menos cresceram foram CCB 517, CCB 396 e CCB 440.

Com relagao a taxa de descoloragao e percentual, todas as linhagens que
descoloriram, o fizeram numa proporgdo semelhante a taxa de crescimento
porém, maior se considerarmos que o in6culo no tempo zero ja tinha 1 cm de
diametro. Portanto o percentual de descoloragdo foi igual ou maior que 100 %
para todas as 11 espécies/linhagens que descoloriram o RBBR no periodo de 12
dias de incubacgao (Figura 1). Exemplos de espécies/linhagens que descoloriram

o corante podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 1. Taxas de crescimento e de descoloracdo (cm/dia) do RBBR por

Pleurotus spp em meio minimo.
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Neste estudo o corante RBBR foi empregado para avaliagdo da atividade
ligninolitica das espécies/linhagens de Pleurotus, conforme proposto por Thorne
(1993). Embora haja variagbes quimicas estruturais entre as varias classes de
corantes, considera-se o RBBR adequado para uma avaliagdo prévia de
microrganismos ligninoliticos com base na sua quebra e descoloracao, pois é um
derivado do antraceno iniciador na producdo de corantes poliméricos e
estruturalmente parecido com certos compostos aromaticos policiclicos, substratos
da lignina.

A formacéo do halo de descoloragéo foi observada em todas as linhagens
testadas, exceto para CCB 440, POS 98/37 e CCB 068, no periodo ensaiado
(Tabela 1, apéndice 1). A formagdo do halo ocorreu a partir do 3° dia de
incubacao.

Os dados obtidos confirmam que ha diferencas genéticas entre as
espécies/linhagens de Pleurotus quanto a produgao das enzimas ligninoliticas
extracelulares envolvidas no processo de descoloragdo do RBBR, pois embora
tenha havido crescimento das espécies CCB 440, CCB 068 e POS 98/37 estas
nao descoloriram o corante nas condi¢cdes deste experimento. Dessa forma pode-
se inferir que as espécies/linhagens nao produzem tais enzimas ou nio as

produziram nas condigdes adotadas.

Estudos sobre a dinamica da produgdo de enzimas revelam varios padroes,
podendo ser produzidas paralelamente a producdao da biomassa ou como evento
do metabolismo secundario (Skzlarz et al., 1989). Em meio liquido, as enzimas
ligninoliticas parecem ser produzidas na fase estacionaria (Kim et al., 1996) e, em
meio solido observou-se que a descoloracdo ocorre mais lentamente que o
crescimento radial, indicando que as enzimas estdo associadas as hifas em
crescimento e as desenvolvidas (Freitag & Morell, 1992). Os resultados obtidos
confirmam esse padrao.



O crescimento prévio em material lignocelulolitico poderia induzir o sistema
enzimatico das espécies/linhagens que nao descoloriram o RBBR, conforme
relatado por Platt et al. (1985). Essa condigdo prévia nao foi verificada com esse
corante e meio minimo.

Por essa razdo a selegao com os corantes indigo e preto enxofre foi
realizado empregando-se o meio de malte e 0 meio de malte acrescido de
material lignoceluldsico. Estas variagdes foram implementadas devido a resultados
positivos obtidos por varios pesquisadores (Knapp et al., 1995; Vyas & Molitoris,
1995; Platt et al., 1985; Akhemedova, 1994), que optaram pelo crescimento prévio

de in6culo a ser empregado na descoloragdo em material lignocelulésico.
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Figura 2. Espécies/linhagens que descoloriram o corante RBBR no periodo de tempo
ensaiado comparadas aquelas que néo o fizeram.
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5.2. Selegcdao com o corante indigo em meio de cultura sélido

Todas as espécies/linhagens que cresceram na presenca do corante em
malte 0,5%, no geral, foram melhores ou iguais que na auséncia do corante, tais
como CCB 001, Pleurotus sp (origem Tailandia), CCB 440, CCB 016, PSC 94/03,
POS 98/33, CCB 020, CCB 068 e CCB 507. As linhagens que apresentaram
crescimento menor em malte 0,5% mais corante foram: POS 98/36, CCB 394,
CCB 517 e CCB 396 (Tabela 2, apéndice 1).

Na presenca de bagaco de cana observou-se, na maioria dos casos, que o
crescimento foi maior ou igual ao crescimento observado somente em malte ou
malte corante, fato esperado uma vez que esses fungos sao lignoceluloliticos. Em
geral, o meio com bagago de cana acrescido do corante nao alterou a taxa de
crescimento quando comparado ao meio apenas com bagaco de cana,
permanecendo igual ou menor (Figura 3).

Quanto a taxa de descoloragdo, observou-se que os fungos testados na
presenca do corante indigo sé foram capazes de descolori-lo quando crescidos
em meio de malte contendo bagaco de cana. Na Figura 4 estdo representados
apenas as espécies/linhagens que descoloriram o corante (ver Tabela 2,
apéndice1).

As espeécies/linhagens, com maior taxa de descoloracdo (> 0,60), foram:
Pleurotus sp (origem Tailandia), POS 98/33, POS 98/37, CCB 394, CCB 020; as
linhagens com menor taxa (< 0,40) foram: CCB 001, CBB 016, PSC 94/03, POS
98/36 e CCB 396.
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Figura 3. Taxa de crescimento (cm/dia) de Pleurotus spp em meios de cultura com
e sem o corante indigo.
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Figura 4. Taxa de descoloragao (cm/dia) por Pleurotus spp em meio de malte agar
acrescido de bagaco de cana e corante indigo (espécies/linhagens que nao
descoloriram apenas estao citadas).
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As espécies/linhagens que ndo descoloriram o corante indigo, em nenhuma
das condigoes testadas, no periodo ensaiado foram: CCB 440, CCB 068, CCB 507
e CCB 517.

Considerando-se o percentual de descoloragdo [(taxa de descoloragao/taxa
de crescimento) x 100],CCB 001, Pleurotus sp (origem Tailandia), POS 98/37,
CCB 020 e CCB 396 apresentaram-se com mais de 80% e CCB 016, PSC 94/03,
POS 98/33, POS 98/36, CCB 394 e CCB 507 menos do que 80% de
descoloragéo. '

N,

'

Figura 5. Exemplos de espécies/linhagens de Pleurofus que descoloriram o
corante indigo. (placas mais claras foram inoculadas com os respectivos fungos,
placas escuras séo os controles — meio de cultura com corante néao inoculado).
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5.3. Selegao do corante preto enxofre em meio de cultura sélido

Na Tabela 3 (apéndice 1) estdo os dados referentes ao comportamento das
espécies/linhagens de Pleurotus estudadas, frente ao corante preto enxofre. Quanto
a taxa de crescimento observou-se que esta foi igual ou maior, para maioria das
especies/linhagens testadas, em meio de malte mais corante que quando apenas
em malte 0,5%; as espécies/linhagens que apresentaram crescimento menor em
malte corante foram: CCB 016, CCB 394 e CCB 507 (Figura 6).

Na presenca de bagaco de cana, observou-se que, no geral, o crescimento foi
maior ou igual quando apenas em malte 0,5%, exceto para as espécies/linhagens:
CCB 394 e CCB 507. No meio acrescido de bagaco de cana mais o corante o
crescimento foi igual ou maior para todos os Pleurotus spp testados.

Quanto a taxa de descoloragao observou-se que o corante preto enxofre pode
ser descolorido também em meio de malte corante sem a presenca de bagago de
cana pelas espécies/linhagens: CCB 001, Pleurofus sp (origem Taildndia), PSC
94/03, POS 98/37, POS 98/36, CCB 394, CCB 020 e CCB 517, embora uma
descoloragéo maior ou igual tenha ocorrido na presenga de bagago de cana, exceto
para a espécie/llinhagem CCB 001, que foi menor. As espécies/linhagens que
descoloriram somente na presenca de bagaco de cana foram: CCB 016, POS 98/33,
CCB 507 e CCB 396. Duas espécies/linhagens que nao descoloriram em nenhuma
das situagoes foram CCB 068 e CCB 440 (Figura 7).

Considerando-se o percentual de descoloragdo, as espécies/linhagens com
mais de 80% (em ambos os meios, com e sem bagaco de cana) foram: CCB 001 e
CCB 020; menos que 80%: Pleurotus sp (origem Taildndia), POS 98/37, POS 98/36
e CCB 517. As espécies/linhagens com mais de 80%, em um dos meios foram: PSC
94/03 (sem bagaco de cana) e CCB 394 (com bagaco de cana).

Na Figura 8 estao apresentados alguns exemplos da descoloragao do corante

preto enxofre.
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Figura 6. Taxa de crescimento (cm/dia) de Pleurotus spp eém meios de cultura com
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87



Figura 8. Exemplos de espécies/linhagens de Pleurotus que descoloriram o
corante preto enxofre.
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5.4. Discussao sobre a descoloragao dos corantes testados

Dos resultados obtidos com o corante indigo e preto enxofre observou-se
que as espécies/linhagens CCB 068 e CCB 440 nao descoloriram nenhum dos
corantes testados, no periodo e condigdes empregadas, embora tenham crescido
na presenca dos mesmos. Essas mesmas espécies/linhagens nao descoloriram o
corante RBBR, indicando que as enzimas do sistema ligninolitico sao produzidas
em quantidades insuficientes para descoloragdo e/ou nao ha presenca de pelo

menos uma das enzimas necessarias/envolvidas no processo de descoloragao.

Nas condicoes deste estudo o corante RBBR mostrou-se adequado para
uma selecao prévia dos fungos testados, pois apenas uma espécie/linhagem POS
98/37 que nao descoloriu 0 RBBR, foi capaz de descolorir o preto enxofre e o
corante indigo. Embora o corante RBBR dé origem a varios corantes, a estrutura
molecular varia e a mineralizagdo dos mesmos esta ligada, em parte, a
complexidade da molécula (Bumpus, 1995, Knapp et al., 1995).

Por outro lado, para todas as espécies/linhagens implicadas na
descoloracédo do corante indigo, observou-se que essa so foi possivel na presenga
de bagaco de cana, indicando que o sistema implicado com a descoloracao é
indutivo ligninolitico. Resultados semelhantes foram observados por Platt et al.
(1985) na descoloragao do corante polivinalina antraquinona sulfonada ("poly blue")
por P. sp florida que s6 ocorreu quando o fungo foi previamente cultivado em
substrato contendo palha de algodao.

O mesmo nao ocorreu com o corante preto enxofre, pois algumas
espécies/linhagens descoloriram este corante na auséncia de bagaco de cana. Para
esta situagdo pode-se inferir que a fonte carbono (malte) e/ou o préprio corante foi
suficiente para ativar as enzimas ligninoliticas envolvidas no processo de
descoloracao. No entanto, o sistema enzimatico extracelular envolvido no processo

de descoloragdgo € ligninolitico, confimado pela maior taxa de

91



descoloragdo na presenca de bagago de cana para a maioria das
espécies/linhagens que descoloriram o corante preto enxofre (exceto para as
espeécies/linhagens CCB 001, PSC 94/03, POS 98/36 e CCB 020), nem sempre

maior quando o bagago de cana esteve presente.

Na Figura 9 estdo expressos em percentual de descoloragdo os resultados
obtidos para todos os Pleurotus spp em ambos os meios testados, sem e com
bagac¢o de cana. De acordo com tais resultados, as espécies/linhagens que nao
fora’ sideradas para novos estudos em meio sélido, foram CCB 016, POS
98/33, rUS 98/36, CCB 507 e CCB 517 que apresentaram um percentual menor
que 60%, em pelo menos um dos corantes testados. Estudos com P. ostreatus
demonstraram outras enzimas do sistema ligninolitico implicadas na descoloracao
do BR. Entre elas citam-se a MIP - uma peroxidase independente do
manganes e uma outra enzima que necessita de peroxido de hidrogénio (Vyas &
Molitoris, 1995; Shin et al,, 1997). A quantidade produzida dessa enzima
extracelular dependente de perédxido de hidrogénio é influenciada pela relagao
carbono:nitrogénio e, sua maxima atividade foi alcancada quando essa relagao foi
de 24.

Neste estudo preliminar, duas fontes de carbono foram empregadas, a
glicose presente no meio minimo mais o RBBR e, no caso dos corantes estudados
a fonte foi o malte mais material lignocelulésico. Embora nao tenha havido
determinacdo dessa relagédo, considera-se que, pelos resultados obtidos, essa
esteve de acordo com as necessidades da maioria dos basidiomicetos estudados.

Dentre as enzimas implicadas com a degradagido da lignina e a
descoloragéo de corantes por espécies/linhagens de Pleurotus a lacase tém sido
freqlentemente  implicada assim como sua interagdo com a MnP (Vyas &
Molitoris, 1995) e, sabe-se que a quantidade produzida varia entre as diferentes
especies/linhagens deste basidiomiceto (Leisola & Feichter, 1988; Rajarathnam &
Bano, 1989; Rajarathnam et al., 1992).
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Figura 9. Percentual de descoloragdo dos corantes indigo e preto enxofre por
Pleurotus spp em diferentes meios de cultura. (espécies/linhagens que néao
descoloriram apenas estao citadas).
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Estudos mais recentes com espécies/linhagens de Pleurotus e varios
corantes confirmam que a lacase e a manganés peroxidase estdo implicadas no
processo de descoloragao, tendo sido a lacase apontada como a enzima principal
(Rodriguez et al., 1999, Wong & Yu, 1999, Reyes et al., 1999).

5.5. Sele¢ao em meio sdlido contendo lodo

As espécies/linhagens selecionadas acima (itens 5.2 e 5.3) foram testadas em
meio sélido na presenga de lodo. Num primeiro momento empregou-se 0 meio
minimo com 0,2% de glicose, meio de malte 0,5% e apenas bagago de cana, todos
acrescidos de lodo (10% em peso umido). Esses meios foram inoculados com discos
de 1cm de meio de malte agar bagago de cana com micélio crescido das culturas em
estudo, e incubados por 12 dias a 28 + 2°C. Observou-se um crescimento do micélio
para todas as linhagens, porém nao houve formagdo de halo de descoloracdo,
apenas em algumas espécies/linhagens foram notados indicios devido a uma
aparente descoloragdo nas bordas das culturas. Os resultados mostraram que os
meios mais indicados para prosseguir com 0s ensaios eram meio de malte lodo e
meio com bagago de cana lodo (Figura 10), provavelmente devido a um aumento na
relacdo carbono/nitrogénio em relagado ao meio minimo, assim como a fonte de

nitrogénio.

Foram, entdo, realizados dois ensaios com lodo na proporgédo de 2% em
peso umido em malte agar baga¢o de cana, bagaco de cana agar e, apenas o
lodo agar. No primeiro ensaio os resultados nao foram satisfatérios na observacao
do halo de descoloragdo, que nao se formou homogeneamente devido a ma
distribuicdo do lodo no meio. Repetiu-se o experimento homogeneizando-se
mecanicamente o lodo com o meio antes da esterilizacdo, na tentativa de medir-se
o halo de descoloragao, entretanto nao foi possivel medi-lo, pois a descoloragao,
quando ocorreu, apresentou-se difundida por todo o meio.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 4 (apéndice 1) e a

descoloragdo esta descrita conforme observagées visuais. Na Figura 11
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encontram-se alguns exemplos fotografados. Neste experimento excluiu-se a
especie/linhagem CCB 396 devido a baixa taxa de crescimento na presenca do
lodo, independente do meio de cultivo.

Dados relativos a composicdo do lodo, fornecidos pela indastria téxtil,
mostram que este contém nitrogénio (total entre 0,9 a 1,03%: amoniacal entre 436
a 1118 mg/kg); calcio, fésforo, sédio e potassio estdo entre os macrominerais e,
zinco, cobre, selénio, cromo entre os microminerais; metais pesados em
quantidac menores que 0,1 mg/kg. Tais elementos sdo necesséarios ao
crescimento desses fungos e complementam o bagaco de cana que é
especialmente pobre em nitrogénio comparado a quantidade de carbono organico
disponivel (C:N 40:1) (Sturion & Oetterer, 1994).

Os resultados mostraram que o lodo, embora suporte o crescimento das
espécies/linhagens testadas, conduz a ma formagédo do micélio devido a falta de
carbono orgénico; a necessidade de uma fonte de carbono é evidente quando se
observa a taxa de crescimento nos meios contendo bagaco de cana e bagaco de
cana malte. A descoloragdo ocorreu para todas as espécies/linhagens testadas,
exceto para POS 98/37. As melhores espécies/linhagens foram PSC 94/03 e CCB
394, com taxas de crescimento e inicio da descoloracdo no 5° dia em ambos os
meios, contendo bagaco de cana. A presenca do bagago de cana é necessaria
para que ocorra a descoloragao, pois o lodo é uma mistura dos corantes indigo e
preto enxofre, e o bagago de cana é necessario para que ocorra a descoloragao
do corante indigo, pois induz a atividade das enzimas lignoceluloliticas expressas
no metabolismo secundario desses fungos (item 5.2).

Em fungéo dos dados obtidos, duas linhagens de Pleurotus sajor-caju -
PSC 94/03 e CCB 020, empregadas em cultivo de cogumelos comestiveis, foram
selecionadas para estudar o lodo misturado a material lignocelulésico, em

condicbes préximas as empregadas no cultivo comercial desses basidiomicetos.
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Figura 11. Exemplos de espécies/linhagens de Pleurofus que descoloriram o
Lodo.
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5.6. Avaliacao do desenvolvimento do micélio, no lodo mais bagaco de cana
colonizado por P. sajor-caju - PSC 94/03.

Cerca de 5 dias apds a inoculagéo, todos os tratamentos com lodo estavam
com maior ou igual taxa de colonizagdo que o bagago de cana sozinho; os
tratamentos com 10%, 20%, 30% e 50% de lodo, apresentaram cerca de 75% de
colonizagdo do substrato, contra apenas 25% do crescimento s6 com bagago de
cana. No final de 10 dias, todos os fratamentos apresentaram colonizagao total,
exceto tratamento com 50% de lodo e apenas baga¢o de cana. A melhor
concentracao de lodo ficou entre 30 e 50%.

Este dado foi obtido preliminarmente para o estabelecimento da
concentragdo a ser empregada no estudo com lodo mais material lignoceluldsico -
bagaco de cana e folha de bananeira.

5.7. Selecao do meio de cultura para a realizacdo do ensaio em meio liquido

Trés meios liquidos foram testados quanto ao potencial de descoloracao
das espécies/linhagens de Pleurotus, a saber: meio de malte 0,5%, meio minimo
(Pontecorvo et al., 1953) e meio basal (Commanday & Macy, 1985).

Os resultados obtidos (Tabelas 5 e 6, apéndice 2) mostraram que nao
ocorrem diferencas consideraveis entre os meios minimo e basal, e o meio de
malte ndo alcangou resultados satisfatorios quando comparado aos dois

primeiros.

O meio basal é incorporado de vitaminas do complexo B. Contudo, a
necessidade das mesmas nao esta clara e varia conforme a espécie/linhagem.
Sob condigdes de crescimento em substrato natural a maioria dos microrganismos
sobreviventes a pasteurizagdo pode sintetizar as vitaminas necessarias ao
desenvolvimento de Pleurotus spp. Em condicées de substratos estéreis

preconiza-se a incorporac¢ao de vitaminas bem como de nitrogénio organico. Em
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meio liquido P. ostreatus precisou de tiamina para crescer, e a adicao das outras
vitaminas do complexo B n&o influenciou o crescimento: para P. sajor-caju tiamina
e biotina foram necessarias; as quantidades também tém influéncias positivas e

negativas em relagéo ao crescimento (Rajarathnam & Bano, 1988).

Considerando-se o exposto, optou-se por trabalhar em meio minimo na
realizaca zlecao propriamente dita, pensando-se na viabilidade econémica
dos constituintes dos meios para trabalhos posteriores com o efluente liquido.
Além disso, esse meio foi utilizado por Balan (1998) e por Balan & Monteiro
(2001) para estudos de descoloragdo de corante téxtil por basidiomicetos
mostrando resultados satisfatérios.

5.8. Selecdo das especies/linhagens de Pleurotus capazes de descolorir os

corantes indigo e preto enxofre em meio minimo

Com base no maior comprimento de onda do espectro de cada um dos
corantes calculou-se o percentual de descoloracdo e, as diferengas quanto a
fonte de carbono foram avaliadas com relagdo ao peso do micélio. Calculando-se
a razao da descoloragdo (absorbancia entre o maior e menor comprimento de
onda) obteve-se dados relativos a capacidade de degradacéo dos corantes pelos
basidiomicetos estudados.

As espécies/linhagens de Pleurotus mais eficientes quanto a descoloracéo do
corante indigo foram CCB 394, POS 98/37, CCB 001 e PSC 94/03, com médias
variando de 93,07% a 85,79% (Tabelas 7,8,9,10,11 e 12 - apéndice 2). No entanto,
estas ndo diferiram estatisticamente das espécies/linhagens POS 98/36, POS 98/33,
CCB 020 e Pleurotus sp (origem Tailandia), cujas médias estiveram entre 84,00% a
76,27% (Tabela 13, apéndice 2), apés 12 dias de incubagao a 28+2°C, em cultivo
estatico.

Os resultados da analise de varidncia mostraram que houve diferencas

entre as espécies/linhagens quanto ao percentual de descoloragdo e que o peso
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do micélio variou conforme a fonte de carbono utilizada, para ambos os corantes
(Quadros 1 e 2, apéndice 2) sendo que a glicose proporcionou crescimento 1,5 a
2 vezes menor que o preto enxofre ou indigo, respectivamente. O pH inicial
ajustado para 6,0 caiu para 4,0-5,0, apés o crescimento do micélio, independente
da fonte de carbono.

As espécies/linhagens de Pleurotus mais eficientes quanto a descoloracao do
corante preto enxofre foram CCB 394, CCB 016 e POS 98/36, com médias variando
de 91,72% a 84,66%. No entanto, estas nao diferiram estatisticamente das
espécies/linhagens POS 98/33, POS 98/37, CCB 001, PSC 94/03, CCB 517 e CCB
507, cujas medias estiveram entre 74,39% a 66,76% (Tabela 14, apéndice 2).

As espécies/linhagens que apresentaram as menores taxas de descoloragéo e
que diferiram das médias acima mencionadas foram CCB 440, CCB 068 e CCB 396 e
CCB 440 e CCB 068, para corante indigo e preto enxofre, respectivamente (Tabelas
13 e 14, apéndice 2).

Quanto ao peso do micélio em relagdo a fonte de carbono e a correlacao
desse com o percentual de descoloragao, avaliou-se que para o corante indigo houve
diferenca estatistica quanto a fonte de carbono em relagdo ao peso do micélio e
essas diferencas foram observadas na presenca de glicose (Tabela 15, apéndice 2),
provavelmente devido a diferencas genéticas entre as espécies/linhagens estudadas.
Entretanto, ndo se pode correlacionar peso do micélio e percentual de descoloragéo
uma vez que nao houve diferencas estatisticas entre as espécies/linhagens quando a
fonte de carbono era o corante (Tabela 16, apéndice 2). No caso do corante preto
enxofre as diferencas estatisticas entre as espécies/linhagens foram observadas
tanto quando a fonte de carbono era a glicose ou o corante (Tabelas 18 e 19,
apéndice 2). Tanto para o corante indigo quanto para o corante preto enxofre os
maiores pesos de micélio foram observados quando a fonte foi glicose (Tabelas 17 e
20, apéndice 2).

Nao se pdde correlacionar estatisticamente maior peso do micélio com

maior percentual de descoloragéo para o corante indigo, embora parega haver
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uma tendéncia do menor peso de micélio estar relacionado ao maior percentual
de descoloragao (Figura 12). No caso do corante preto enxofre, o contrario parece

ser verdadeiro (Figura 13).

Estes resultados podem estar indicando uma maior toxicidade do corante
indigo em relacdo ao corante preto enxofre e/ou disponibilidade constitutiva das
enzimas necessarias a utilizagdo desse corante. No entanto, para ambos corantes
observou-se que as espécies/linhagens com menores percentuais de descoloragao
foram CCB 440, CCB 068 e CCB 396, as duas (ltimas apresentaram menor peso de
micélio e a espécie/linhagem CCB 440 embora tenha apresentado valores
intermediarios de peso do micélio na presencga dos corantes apresentou diferencas
estatisticas quando a fonte de carbono foi glicose, onde houve maior crescimento
assim como para a espéciefllinhagem CCB 068, o que indica a toxicidade de tais
corantes, confirmando os resultados obtidos para essas espécies/linhagens em meio
sdlido; no caso da espécie/linhagem CCB 396 nao houve diferencas estatisticas em
relacao a fonte de carbono, sendo portanto uma caracteristica de menor crescimento,
também observado em meios solidos.

Em relacdo a razdo de descoloragdo do corante indigo (Quadro 3,
apéndice 2), os resultados obtidos apontam diferencas estatisticas quando
comparados aos controles (meio minimo com corante nido inoculado). No caso
das espécies/linhagens CCB 396, CCB 068 e CCB 507, essas diferencas podem
indicar, segundo Glenn & Gold (1983), que estas puderam degradar o corante em
alguma extensdo, embora tenham apresentado os menores peso de micélio e
menores percentuais de descoloracdo (entre 58,69% - 14,65% e 13,43%),
estatisticamente significativos. Para o restante das espécies/linhagens que
apresentaram descoloragao a remogao da cor deu-se por adsorcdo do corante ao
miceélio (Tabela 21, apéndice 2). As observagdes visuais confirmaram esse fato,
entretanto as espécies/linhagens onde pode ter havido alguma degradacao

também se observou adsorgdo do corante ao micélio.

O mesmo néo foi observado com relagéo ao corante preto enxofre, onde os
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resultados estatisticos apontam que a descoloracdo deu-se, para todas as
especies/linhagens, por adsorcao do corante ao micélio, uma vez que tais resultados
nao diferem dos controles (Tabela 22, apéndice 2). Tais dados foram confirmados
também visualmente.

Resultados semelhantes foram obtidos por Knapp et al. (1995) e Swamy &
Ramsay (1999a). Knapp et al. (1995) estudando a descoloragao/degradacéo de
14 corantes, concluiu que a descoloragado pode estar associada a adsorgdo do
corante a biomassa flngica e, nesse caso quando a adsorgao ocorreu, 0 exame
do espectro de absorgao da luz revelou que todos os picos tinham diminuido
proporcionalmente, em igualdade entre si e, quando a degradacgao ocorreu houve
completa remogao dos picos ou mudangas significativas no espectro. A adsorcao
também foi visualizada na inspe¢ao da massa micelial colorida; todos os

basidiomicetos estudados acidificaram o meio e o pH ficou entre 4,0 e 5,0.

Estudos de degradacao da lignina, em meio liquido, por Pleurotus spp
revelaram que, no geral, ha necessidade da disponibilidade de oxigénio, mas o
cultivo estatico favorece a melhor degradacdo; as caréncias de uma fonte de
nitrogénio e temperatura, entre 25-30°C, também foram necessarias e, a
suplementacao com glicose aumentou a atividade ligninolitica (Commanday & Macy,
1985, Rajarathnam & Bano, 1989).

Na degradagéao de corantes também foi observado que uma fonte primaria
de carbono, como a glicose, € essencial para descoloragcao extensiva de alguns
corantes embora outros tenham sido metabolizados como Unica fonte de carbono
(Kirby et al., 1995).

No presente estudo os corantes foram empregados como unica fonte de
carbono que, de algum modo, favoreceu o crescimento do micélio, porém, pelo
menos a estrutura do croméforo permaneceu igual ao controle para maioria das
espécies/linhagens quanto a utilizagao do indigo e para todas, no caso do corante

preto enxofre.
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Considera-se que ambas as fontes - nitrogénio e carbono empregadas em
meio minimo, sao adequadas para o crescimento desses fungos (Rajarathnam &
Bano, 1988). Porém, o problema da nao degradacao do corante em sua totalidade
pode estar relacionado & concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio.
Resultados obtidos por Kim et al. (1996) mostram que, em meio liquido, a
limitacdo em nitrogénio pode estar associada a maior atividade ligninolitica,
responsavel pela descoloragdo do corante RBBR. No entanto, Platt et al. (1985)
concluiu que o crescimento do inéculo em material lignocelulésico pode ser mais
relevante que mudancas nas concentragdes de glicose e nitrogénio, embora uma

conrentragao baixa de nitrogénio tenha favorecido a descoloragao do “poly blue”.

Um outro problema relacionado com a falta de degradacao dos corantes
empregados pode ser conseqiiéncia da concentracdo dos mesmos. Young & Yu
(1997) observaram que, dependendo da estrutura do corante, concentragoes
acima de 10-125 mg/L foram criticas para Phanerochaete chrysosporium. No
entanto, concentragdes de 0,2 g a 0,5 g.L™" foram empregadas na degradagao de
varios corantes poliméricos sem que esse pardmetro fosse implicado com
resultados negativos (Glenn & Gold, 1983; Platt et al., 1985: Kirby et al., 1995).

Das consideragées acima, ainda, pode-se concluir também que o menor peso
do micélio obtido foi conseqiiente da menor quantidade de carbono, insuficiente na
geracao de energia e construgdo estrutural. O mesmo aconteceu com o nitrogénio,
determinando menor sintese de glucosamina, constituinte da parede celular das hifas.

Dos resultados obtidos selecionou-se a espécie/linhagem CCB 394 para
estudos posteriores variando-se a concentragao de glicose e nitrogénio no meio
minimo e, as espécies/linhagens CCB 394 e PSC 94/03 para estudo da
biodegradabilidade imediata, conduzidos em paralelo.
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5.9. Avaliacao do crescimento e producdo de enzimas ligninoliticas da
espécie/linhagem CCB 394 em meio liquido com diferentes concentragoes
de nitrogénio, na presenca dos corantes indigo e preto enxofre.

O crescimento e descoloragdo/degradacdo dos corantes indigo e preto
enxofre foram testados em meio minimo com o Pleurotus flabellatus CCB 394.
Empregou-se nessas condigées 2 g de glicose/L na presenca e auséncia dos
corantes. Dos resultados obtidos com peso do micélio (Tabela 23 e 24, apéndice
2) observou-se que, na presenga dos corantes, o crescimento foi maior quando se
manteve a concentracao de NaNO3 de 6,0 g.L'1 do que quando foi diminuida em
10 vezes (Figura 14). Embora se tenha trabalhado com duplicatas independentes
ao longo do periodo de incubagao, observou-se que esse peso de micélio tende a
se estabilizar logo ap6s 3 dias de incubacgéao, indicando toxicidade e/ou falta de

nutrientes, mais evidente no caso do corante indigo.

Com relagao a fonte de carbono, observou-se que a presenca da glicose,
com corante, resultou em maior peso do micélio quando comparado ao meio
apenas com glicose, para ambos os corantes e mais evidente quando o meio
tinha a concentragao original de nitrogénio, evidenciando a necessidade de
adicao da glicose ao meio com corante, como ja discutido.

Quanto aos resultados obtidos apenas com a glicose, como fonte de carbono
(controles), estes se mostraram inconsistentes, pois dependendo do tempo de
incubacao houve variagdo na resposta, mesmo em se considerando que esses
controles eram iguais para ambos os corantes, obteve-se respostas diferentes num
mesmo periodo avaliado, mostrando que ha problemas também quanto ao inéculo
empregado, ou seja, ha diferencas relacionadas as hifas em desenvolvimento,
embora tenham sido retiradas das bordas de uma mesma cultura crescida em MEA e
observadas as caracteristicas rizomorficas do micélio em questao. Desses resultados,
pode-se inferir que em sendo um substrato liquido, ndo natural para esses
basidiomicetos, e trabalhando-se com micélio dicariético, a resposta a adaptacao ao

novo substrato foi diferente, também observado na selegdo inicial quando houve
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diferencas na resposta de peso do micélio quando a glicose foi empregada como
Unica fonte de carbono.

Dados relativos a descoloragao/degradagéo dos corantes nao puderam ser
evidenciados empregando-se a cromotografia liquida de alta eficiéncia. Nenhuma
das condigbes empregadas pode resultar em separacao dos picos
cromatograficos que evidenciasse a presenga dos corantes e/ou produtos da
degradagao. Resultados obtidos empregando-se como fase mével a acetonitrila,
vazao 0,4 mL/minuto e comprimento de onda de 210 nm, para ambos os corantes,
demonstraram que os picos obtidos correlacionavam-se ao controle (meio nao
inoculado, sem os corantes). Concluiu-se que o tratamento necessario na
obtencao do extrato resultava na eliminacao dos corantes do meio de cultura que
ficavam aderidos ao micélio e foram eliminados do sobrenadante no processo de

centrifugacdo. Devido a essa constatacdo os dados nao foram apresentados.

A atividade enzimatica medida durante o periodo de incubagio (Tabela 25,
apéndice 2) nao foi significativa, o que demonstra que o processo de
descoloragao/degradagdo ocorreu por adsorgdo ao micélio, visualmente
constatado nesse e no experimento anterior, ainda que possa ter havido alguma
utilizacdo do corante para o crescimento, novamente, pelo menos a estrutura

molecular do croméforo nao foi utilizada.

Na degradagao de corantes em meio liquido a lacase foi implicada como a
enzima ligninolitica responsavel (Freitag & Morell, 1992; Kaal et al., 1995:
Rodriguez et al., 1999) e, a atividade foi maxima quando o meio de cultura nao foi
limitante em nitrogénio e a fonte foi a peptona (Kaal et al., 1995). A interacao

entre a lacase e a manganés peroxidase foi detectada por Lang et al. (1996).

As atividades da lacase e peroxidase foram minimas ou nao detectadas e a
atividade da manganés peroxidase, expressa nos 3 primeiros dias de incubacéo,
também n&ao foi significativa comparada a resultados obtidos por outros

pesquisadores que trabalharam com os extratos das enzimas igninoliticas de
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Pleurotus sp e outros basidiomicetos (Heinfling et al., 1998; Rodriguez et al.,
1999).

Heinfling et al. (1998) constatou que na degradacao de corantes industriais
poliméricos (entre os quais o “reative blue” e “reactive black™) a principal enzima
responsavel pela degradacdo foi a manganés peroxidase produzida por
Bjerkandera adusta e Pleurotus eryngii. Neste estudo os fungos foram crescidos
nos meios glicose amonia e glicose peptona, respectivamente e, seus extratos

foram acrescidos dos corantes para observagao da degradacao.

Contudo, Rodrigues et al. (1999) observaram que extratos obtidos de
varios basidiomicetos, entre eles o Pleurotus ostreatus, crescidos em graos de
trigo e cevada integrais, quando comparados aos extratos obtidos em meio liquido
complexo apresentavam maior capacidade de descoloracao de corantes
industriais (ao todo 23 estudados). A atividade de produgao da lacase foi 7,5
vezes maior em extrato de meio sdlido que em extrato de meio liquido e a
atividade de descoloracado do “reactive blue” foi 23 vezes mais alta nas mesmas
condigdes. Nenhuma atividade de lignina peroxidase ou aril alcool oxidase foi

detectada nos sobrenadantes de P. osfreatus.

Além disso, Rodrigues et al. (1999) concluiram que embora as lacases de
diferentes fontes tenham muitas propriedades em comum, existem diferengas
cataliticas entre elas. Comparando-se a atividade das lacases obtidas dos
extratos de crescimento, em meio sélido, de Trametes hispida, T. versicolor,
Pleurotus eryngii e P. ostreatus, observaram que a lacase de T. hispida foi capaz
de descolorir in vitro 11 dos 23 corantes estudados, enquanto que a lacase de P.
ostreatus, nas mesmas condigdes, foi capaz de oxidar somente 5 dos 11 corantes
testados. Segundo os autores, as diferengas de especificidade ao substrato entre
as lacases, purificadas de ambos os microrganismos, podem ser explicadas por
diferencas nas seqiiéncias de aminoacidos e, nao parecem estar relacionadas as
condigbes culturais. Os resultados também mostraram que existem outros

sistemas enzimaticos em P. osfreatus envolvidos na descoloragéo de corantes em
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culturas in vivo, tais como citocromos P450 ou peroxidases.

Dessas consideragdes e resultados obtidos concluiu-se que o meio
liquido, pensando-se na descoloragao do efluente liquido, de um modo geral, nao
parece ser a condicdo ideal para descoloragdo/degradacdo dos corantes. A
imobilizagdo de enzimas obtidas do crescimento de basidiomicetos em material
lignocelulésico, produtores principalmente de lacases, parece indicar o modo

mais eficiente no tratamento do efluente liquido.

5.10 Teste de biodegradabilidade imediata em sistema aberto

A biodegradabilidade imediata do corante indigo empregando como inéculo
0 lodo do esgoto e o lodo da estagéo de tratamento de lodo ativado da industria
téxtil, que emprega esse corante no tingimento do algodao, nao pdde ser
constatada em estudo conduzido por Balan (1998). Contudo, o estudo foi
considerado valido pelos resultados obtidos com o tratamento inibicao (glicose

mais corante) e tratamento com o padrao biodegradavel (glicose).

Considerando-se tais resultados com o corante indigo e os resultados
preliminares em meio minimo, obtidos neste estudo, conduziu-se um ensaio de
biodegradabilidade imediata empregando-se como inéculo a especie/linhagem
CCB 394. Os resultados obtidos nao alcancaram aqueles esperados embora
tenham sido validados, pois o tratamento com o padrao biodegradavel atingiu
70% de CO: desprendido em 10 dias contados a partir do dia em que alcangou
10%, e alcangou 94,91% aos 28 dias de incubagao, quando foi obrigatoriamente

encerrado, conforme metodologia empregada.

Com relagéo aos corantes, ndo se observou a descoloragdo no periodo de
in. ubagao, mas houve evolucdo de 53,43% e 38,06% de CO, dos corantes preto
enxofre e indigo, respectivamente. Tais percentuais levam a interpretacao de que
estes corantes nao sao facilmente biodegradaveis pela agao desse basisiomiceto,
porém s&o passiveis de alguma biodegradagdo (Tabela 26, apéndice 2). No
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entanto, quando se observa a variacao entre as duplicatas, e se considera os
valores obtidos ap6s o desconto do branco mais inéculo (preparado a partir de
graos de trigo inoculados, portanto também com algum carbono), concluiu-se que
os corantes podem nao ter sofrido biodegradacao nesse sistema apenas por acao
do fungo, mas também pela presenca de outros microrganismos presentes na
agua e que, parte do CO: evoluido deveu-se ao consumo do carbono proveniente
do grao de trigo. A presenca de outros microrganismos presentes na agua foi
constatada a partir do crescimento observado em agar nutriente de uma aliquota

retirada do sistema.

Considerando-se os valores obtidos pela glicose entende-se que a
quantidade de inodculo preparada foi adequada, no entanto, para os tratamentos
com os corantes, nao suficiente ou que os mesmos nao puderam ser empregados
como fonte de carbono (Tabela 27, apéndice 2).

No ensaio conduzido com a espécie/linhagem PSC 94/03 o inéculo foi
preparado em meio mineral estéril e o micélio separado de modo a minimizar ao
maximo uma fonte de carbono externa. Os resultados obtidos estao na Tabela 28
(apéndice 2). Novamente o teste foi validado com relagao ao padrao glicose e, os
corantes empregados nao puderam ser utilizados de modo eficiente como fonte
de carbono e, a descoloracao novamente nao foi constatada (avaliagao visual). A
biodegradacao alcangada pelo corante indigo (5,97%) nao foi significativa e
apresentou-se abaixo dos 20%, percentual necessario para que o corante indigo
seja avaliado em sistemas de biodegradabilidade inerente, como aconteceu com o
corante preto enxofre que alcangou 20,48% de evolugao de CO2 (OECD, 1997).
A mistura dos dois corantes resultou em diminui¢cao da biodegradagao (16,54%)
comparado a alcan¢ada pelo corante preto enxofre, podendo indicar que o indigo

pode exercer alguma toxicidade aos microrganismos do meio.

Um outro aspecto diz respeito a aeragao constante do sistema que pode ter
inibido o desenvolvimento adequado do micélio, uma vez que as
espécies/linhagens de Pleurotus crescem melhor sob cultivo estatico.
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Em vista dos resultados obtidos, preparou-se um estudo com algumas das
especies/linhagens que alcangaram os melhores percentuais de descoloragéo na
selecado inicial em meio minimo, empregando-se o meio mineral estéril e ndo

esterilizado, simulando o ensaio de biodegradabilidade, em cultivo estatico.

5.11. Avaliacao dos resultados de biodegradabilidade imediata em cultivo
estatico empregando-se meio estéril e nio esterilizado

Com o objetivo de buscar subsidios para melhor entender os resultados
obtidos na biodegradabilidade imediata, um experimento empregando-se o
mesmo meio de cultura, concentragdo de corante e inéculo foi elaborado com 7

espécies/linhagens de Pleurotus.

O experimento foi dividido em dois grupos, um grupo onde o meio foi
esterilizado e outro grupo sem esterilizacio (nas mesmas condic¢des do teste de
biodegradabilidade). Os resultados do percentual de descoloracdo do corante
indigo, peso seco do micélio e pH estio expressos na Tabela 29 (apéndice 2). A

Figura 15 ilustra e compara os percentuais de descoloracao obtidos.

De um modo geral a descoloragao foi maior em meio néo estéril do que em
meio estéril e, ndo se pode correlacionar ao peso do micélio, o que confirma a

presenca de outros microrganismos envolvidos no processo.

Varias culturas bacterianas tém sido identificadas na descoloracdo de
corantes tais como Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Klebsiiella
pneumoniae, Pseudomonas cepacia, P. luteola, P. stutzer além de actinomicetos
como Streptomyces; em todas as culturas bacterianas envolvidas no processo a
azoredutase foi identificada como a responsavel, contudo a atividade desta é

significativamente maior em sistemas anaerdbicos (Banat et al., 1996).

Neste experimento constatou-se que a descoloragdo ocorreu, em parte,
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pela adsorgéao do corante ao micélio dos fungos e precipitacdo do mesmo (dados
de avaliagdes visuais). Variacées entre as triplicatas para peso do micélio e
percentual de descoloragdo foram observadas. Considerando-se o peso do
micélio e seu crescimento submerso, nessas condi¢cdes de inoculagdo, pode-se
inferir que a aeragéo no sistema de biodegradabilidade nao foi adequada para o
desenvolvimento dos basidiomicetos testados, pois naquele sistema o
desenvolvimento do micélio ndo foi observado em nenhuma das condiges de

inoculacdo empregadas.
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Figura 15. Percentual de descoloracéo do corante indigo e peso seco do micélio de
Pleurotus spp.

A espécie/linhagem CCB 394 também, neste ensaio, em compara¢ao com
as outras testadas nao poéde descolorir o corante, em meio estéril, apresentando,
o menor percentual de descoloragédo, o que nao ocorreu em meio nao estéril, o
que confirma a presenca de outros microrganismos envolvidos no processo,
excecao observada apenas para a espécie/linhagem CCB 020 quando os

percentuais foram semelhantes.
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Dos resultados obtidos com meio liquido, nas condicbes adotadas neste
estudo e, dada a complexidade e interacao dos varios fatores que influenciam o
processo de descoloragao/degradacao de corantes em meio liquido e,
considerando-se que a natureza desses basidiomicetos € a degradagdo de
materiais lignocelulésicos em estado sélido, optou-se por investigar a degradagéao

do residuo soélido onde também resultados promissores foram obtidos.

5.12. Degradacao do substrato — lodo (residuo sélido) acrescido de residuos

lignocelulésicos

As Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 mostram os resultados das avaliagoes fisico-
quimicas realizadas nos substratos colonizados e nos controles (substratos nao

inoculados).

Tabela 1. Potencial hidrogenionico dos substratos colonizados e dos controles no

inicio e final do periodo de incubagéo

Periodo de Amostras
avaliacao
Controle PSC 94/03 CCB 020
Inicial (lodo) 12-13 - -
7 dias 8,14 6,84 7,85
14 dias 8,34 6,58 6,13
21 dias 8,04 6,04 6,22
30 dias 8,15 6,18 5,93

Controle = substrato n&o inoculado; PSC 94/03 = substrato colonizado pela linhagem PSC 94/03;
CCB 020 = substrato colonizado pela linhagem CCB 020
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Tabela 2. Teor de carbono e nitrogénio e, respectivas relagées (C/N), nos substratos
e controles no inicio e no final do periodo de incubagao (28-30 dias).

Periodo de
. Carbono (%) Nitrogénio (%) Relacao C/N
avaliagao/substrato
[Controle 31,89 1,0042 31,76
S |ccBo20 34,34 1,2583 27,45
= |psc 9403 30,99 1,0500 29,52
Controle 30,78 0,8836 34,78
g 8 |ccBo2 28,06 1,2773 21,97
PSC 94/03 27,42 1,3497 20,31

Controle = .Jbstrato ndo inoculado; PSC 94/03 = substrato colonizado pela linhagem PSC 94/03; CCB
020 = substrato colonizado pela linhagem CCB 020.

Tabela 3. Resultados analiticos da avaliagdo da DQO, fendis, magnésio, fosforo e
potassio dos substratos colonizados e controles, no final do periodo de incubacéao

Fenois Fosforo Magnesio Potassio
Amostra DQO (mg/kg

(mglkg) (mglkg) (mg/kg) (mglkg)
Controle 334 0,22 18 113 485
PSC 94/03 173 0,09 6 132 589
CCB 020 143 0,08 14 130 530

controle = substrato ndo inoculado; PSC 94/03 = substrato colonizado pela linhagem PSC 94/03; CCB
020 = substrato colonizado pela linhagem CCB 020.

Tabela 4. Resultados analiticos da avaliagio de aglcares totais, Fibra Detergente
Neutro (FDN), Fibra Detergente Acido (FDA) e umidade, no final do periodo de
incubacao.

Aclcares Totais FDN FDA Umidade
Amostra
(%, plp) (%, p/p) (% p/p) (%)
Controle 18,30 56,07 43,49 75,88
PSC 94/03 15,88 32,00 24,37 75,20
CCB 020 15,98 33,80 25,40 74,60

controle = substrato ndo inoculado; PSC 94/03 = substrato colonizado pela linhagem PSC 94/03; CCB
020 = substrato colonizado pela linhagem CCB 020.
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Tabela 5. Percentual de redugao dos parametros avaliados em relacdo ao controle.

Amostra DQO (%) Fenois (%) FDN (%) FDA (%)
PSC 94/03 57,19 63,64 39,72 41,59
CCB 020 48,20 59,09 42,93 43,96

controle = substrato n&o inoculado; PSC 94/03 = substrato colonizado pela linhagem PSC 94/03; CCB
020 = substrato colonizado pela linhagem CCB 020.

Avaliacao prévia da DQO do lodo da industria resultou em valor médio de
38.600 mg/kg. Resultados obtidos junto ao fabricante do corante preto enxofre sobre
a avaliagao da DQO em efluente liquido mostram que esse, apés tratamento por
lodo ativado, reduz-se em 83,2% (inicial no equalizado era de 1.381,35 e reduziu-se
para 232,2 mg/L). Esses dados mostram que o lodo, residuo sélido que tem cerca de
80% de umidade e pH ao redor de 12, carrega grande parte dos corantes e outros

produtos quimicos por adsor¢ao, fato discutido por Zollinger (1988).

Resultados fornecidos pela industria das caracteristicas fisico-quimicas do
lodo coletados em varias épocas (periodo de 2 anos) mostram que o pH varia de 9,0
a 11,4, o nitrogénio total esta ao redor de 1% (p/p), fésforo total varia entre 837 —
1.903 mg P/kg, potassio entre 729 — 1.525 mg/kg, metais pesados como cadmio,
arsénio, molibdénio, niquel e chumbo encontram-se abaixo do limite de deteccdo
(0,1 mg/kg) ou eventualmente presentes como cadmio (0,86 mg/kg), cromo (7,56
mg/kg), mercurio (2,91 mg/kg) e zinco (28 mg/kg). Parametros microbiolégicos
exigidos pela CETESB (1999) como salmonelas, coliformes totais e fecais estao

ausentes.

O lodo, misturado aos residuos lignoceluldsicos, mostrou-se um substrato
adequado para crescimento das linhagens estudadas, com reducdo em fibras,
representadas pelas fracdes FDN/FDA, em cerca de 40% (Tabela 5). A utilizagdo do
lodo, e conseqiientemente dos corantes presentes, pode ser evidenciada pela
diminuicdo da DQO em 57,19% para substrato colonizado pela linhagem CCB 020 e
48,20% pela PSC 94/03 - também resultante, provavelmente, do tratamento prévio
de pasteurizagdo do substrato, evidenciado pela diminuicao de fendis em cerca de
60%.
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AvaliagGes visuais mostraram que, no final dos 30 dias de crescimento do
micélio, os substratos estavam totalmente colonizados e prontos para dar origem aos
corpos de frutificagdo devido a presenca de grande quantidade de primérdios: nao
havia presenca de material colorido do lodo e o odor caracteristico desses fungos
deu lugar ao odor amoniacal tipico desse residuo solido de lagoas de tratamento
biolégico (Figura 16).

A diminuicéo do pH, da relagdo C/N e umidade dos substratos (Tabelas 1, 2
e 4) também estiveram adequadas as necessidades desses basidiomicetos,
aclcares e minerais avaliados nao sofreram alteracdes significativas com excegaoo
do fésforo para linhagem PSC 94/03 (Tabelas 3 e 4). A presenca de magnésio,
fosforo, potassio e calcio constatadas no substrato original é necessaria ao
crescimento e frutificacéo de Pleurotus spp (Rajarathnam & Bano, 1988).

A capacidade do micélio de Pleurotus spp em crescer em iniimeros materiais
lignoceluldsicos é atribuida & sua habilidade de produzir uma largo espectro de
enzimas hidroliticas e oxidativas, entre as quais destacam-se as celuloliticas,
hemiceluloliticas, lignoliticas, proteoliticas e sacaracoliticas. Entre as oxidativas
estao as fenoloxidases do tipo lacases, peroxidases e catalases. Neste trabalho as
avaliagées feitas relacionam-se as enzimas ligninoliticas envolvidas na degradacao
da lignina e que tém sido responsabilizadas pela descoloragao/degradacao de
corantes poliméricos.

Com relagdo a atividade enzimatica nos substratos colonizados e controles,
durante o periodo de incubagdo, os resultados obtidos para peroxidases, lignina
peroxidases, lacases e manganés peroxidases estio apresentados nas Tabelas
30,31,32 e 33 (apéndice, 3) e estio expressos graficamente nas Figuras 17, 18, 19 e
20.
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ccB 020

Figura 16. Substratos colonizados pelas linhagens de Pleurotus sajor-caju - CCB
020 e PSC 94/03, e respectivos controles, no final do periodo de incubagéao.
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A atividade de lignina peroxidase, como esperado, nao pdde ser detectada
neste estudo (Figura 17), e considerou-se que ndo esteve presente durante o
periodo avaliado. Outros trabalhos de degradacao da lignina ja demonstraram que
essa enzima, importante no sistema de Phanerochaete chrysosporium, nao é
produzida por Pleurotus spp (Waldner et al., 1988, Kerem et al., 1992, Vyas &
Molitoris, 1995). Em espécies/linhagens de Pleurotus o papel dessa enzima parece
ser exercido pela lacase (Waldner et al., 1988, Kerem et al., 1992; Guillén et al.,
1994, Lang et al., 1996).

Neste estudo, uma atividade maior de lacase foi observada no inicio do
periodo de degradagdo do substrato em colonizagdo, para ambas linhagens
testadas, mais evidente no caso da linhagem PSC 94/03, porém consistentemente
produzida durante todo o periodo de avaliagao pela linhagem CCB 020 (Figura 18),
com diminui¢cao de sua produgao, para ambas, no final do periodo de incubacéo.

Estes resultados estdo de acordo com o observado em outros estudos
(Kerem et al., 1992, Rajarathnam et al., 1992, Akmedova ,1994; Lang et al., 1996).
Segundo Kerem at al. (1992), a lacase pode atuar na destoxificacdo de compostos
do substrato como oxidar grupos fendlicos, agindo como enzima inicial na clivagem
de cadeias laterais e anéis aromaticos das por¢des fendlicas da lignina. Outras
enzimas de natureza oxidativa, como as alcool veratril oxidases, podem ter um papel
importante na degradacdo da lignina, catalizando a reagao do aicool veratril a
veratrildeido, essas oxidases sdo provavelmente responsaveis pela formacdo de
peroxido de hidrogénio, necessario para atividade de peroxidases (Waldner et al.,
1988, Guillén et al., 1994). Diferentes espécies/linhagens de Pleurotus variam quanto
aos teores de lacase produzida e, a atividade da lacase € regulada durante a
morfogénese e, na formacao do corpo de frutificagdo ocorre inativacao seguida da
protedlise dessa enzima (Wood et al., 1988).

De acordo com Kumaran et al. (1997) a lacase e a manganés peroxidase
devem agir em sinergismo. Estudos recentes na descoloracdao de corantes
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industriais, inclusive do indigo, enfatizam o papel dessas enzimas na descoloracao,
produzidas por espéceis/linhagens de Pleurotus (Rodrigues et al., 1999, Swamy &
Ramsay (1999b).

No presente estudo, a atividade de manganés peroxidase foi maior na
linhagem CCB 020, sendo a atividade maxima detectada no 14° dia de incubacéo
(Figura 19). Na degradagéo do pireno, em substrato lignoceluldsico a producao de
MnP foi maior entre 20 a 40 dias de incubacdo, quando a atividade da lacase ja
havia declinado e, foi nesse periodo que se verificou as maiores taxas de
mineralizacdo desse HPA (hidrocarboneto aromatico policiclico) (Lang et al., 1996).

A correlagéo entre a degradagao de HPAs e o corante "poly R - 478" ja havia
sido descrita e todos os fungos estudados secretaram as enzimas necessarias para
atividade peroxidativa implicadas no processo de degradacao/descoloracao. A
manganés peroxidase apresentou uma correlacdo direta e houve necessidade das
oxidases produtoras de perdxido de hidrogénio e peroxidases (Field et al., 1993).

A atividade de peroxidase (Figura 20) também foi detectada, € maxima apos 7
dias de incubacdo, comportando-se de modo similar a lacase, em ambas linhagens
testadas. Ou seja, maxima somente no inicio do periodo de incubacao para a
linhagem PSC 94/03, e consistentemente produzida pela linhagem CCB 020,
diminuindo gradativamente até o final dos 30 dias avaliados. A atividade dessa
enzima também foi implicada com a descoloragéo in vitro do corante RBBR (Kim et
al., 1996, Shin & Kim, 1998). Resultados semelhantes foram obtidos com P.
ostreatus cultivado em bagaco de torta da produgio de éleo de algoddo. A producao
de lacase e peroxidase ocorreu durante a fase exponencial do fungo,
subseqiientemente a acdo das enzimas celuloliticas foi maior e a celulose
rapidamente degradada (Akhmedova, 1994).

Importante ressaltar que houve também produgdo de peroxidases no
substrato controle, nao inoculado, resultado provavel devido a presenca de outros

microrganismos sobreviventes ao processo de pasteurizacao.
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Figura 17. Atividade de lignina peroxidase nos substratos colonizados pelas

linhagens de P. sajor-caju — CCB 020 e PSC 94/03, durante os 30 dias de
incubagao.
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Figura 18. Atividade de lacase nos substratos colonizados pelas linhagens de
P. sajor-caju - CCB 020 e PSC 94/03, durante os 30 dias de incubac&o.
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Figura 19. Atividade de manganés peroxidase nos substratos colonizados pelas
linhagens de P. sajor-caju - CCB 020 e PSC 94/03, durante os 30 dias de
incubacao.
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Figura 20. Atividade de peroxidase nos substratos colonizados pelas linhagens de
P. sajor-caju - CCB 020 e PSC 94/03, durante os 30 dias de incubagéo .
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Dos dados obtidos e discutidos acima, concluiu-se que as linhagens
estudadas puderem crescer e degradar o substrato - lodo mais bagaco de cana e
folha de bananeira, resultando em novo composto. O uso de substratos degradados
por cogumelos comestiveis como fertilizantes em bercarios de mudas dos mais
diversos vegetais e como adubo na produgdo de hortalicas, milho, etc., tém sido
preconizado e utilizado em varios paises, pois esse material torna-se rico em acidos
huamicos. Contudo, como emprega o lodo resultante do tratamento por lodo ativado
de lagoas aerobicas, da industria téxtil, varios quesitos sdo solicitados antes da
aplicagcao ao solo, entre eles o teste de mutagenicidade (CETESB, 1999).

5.13. Avaliacao da mutagenicidade dos substratos colonizados pelas
linhagens de P. sajor-caju — CCB 020 e PSC 94/03

Os resultados obtidos sobre as caracteristicas genéticas confirmaram que as
linhagens de bactérias tinham os genotipos requeridos para o teste de
mutagenicidade. O teste de viabilidade das linhagens TA 100 e TA 98 esteve dentro
dos limites esperados.

Os controles positivos promoveram um aumento do numero de revertentes
para todas as linhagens padrao, confirmando a sensibilidade das mesmas.

Sob as condigbes do ensaio e de acordo com os resultados obtidos, a
amostra denominada Amostra Controle nao apresentou potencial de atividade
mutagénica para as linhagens TA 100 e TA 98 de Salmonella typhimurium. Os dados
relativos a contagem do numero de revertentes por placa e subseqiiente analise
estatistica dos mesmos estao apresentados no apéndice 3.

Com relacdo a amostra denominada PSC 94/03, as concentracoes testadas
da amostra nao promoveram aumento no nimero de revertentes, em comparagao
ao controle, para a linhagem TA 100, sem ativador metabdlico. Para a TA 98,
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observou-se um aumento no ndmero de revertentes, na auséncia e presenca de
ativador metabdlico, tendo, portanto, a substancia teste potencial mutagénico. As
Tabelas 6 e 7 relacionam o numero de revertentesimg de MOE obtidos com a
linhagem TA 98, na auséncia e presenca de ativador metabdlico. Os dados relativos
a contagem do numero de revertentes por placa e subseqiiente anélise estatistica
dos mesmos estao apresentados no apéndice 3.

Com relagdo a amostra denominada CCB 020 as concentra¢des testadas da
amostra nao promoveram aumento no nimero de revertentes, em comparagao aos
controles, para as linhagens TA 100 e TA 98, com e sem ativador metabdlico. As
Tabelas 8 e 9 relacionam o numero de revertentess/mg de MOE obtidos com a
linhagem TA 98, na auséncia e presencga de ativador metabélico. Os dados relativos
a contagem do numero de revertentes por placa e subseqiente andlise estatistica
dos mesmos estédo apresentados no apéndice 3.

Sob as condigbes do ensaio, os resultados obtidos demonstraram que as
amostras controle e CCB 020 nao apresentaram potencial de atividade mutagénica
para as linhagens TA 100 e TA 98 de Salmonella typhimurium. Mas, a amostra PSC
94/03, embora nao tenha apresentado efeito mutagénico para a linhagem TA 100 de
Salmonella typhimurium, na auséncia de ativador metabdlico, apresentou potencial
mutagénico para as linhagens TA 98 (com e sem ativador metabdlico) e TA 100
(com ativador metabélico), sendo classificada como de poténcia baixa a moderada,
respectivamente, conforme a concentragéo.

Conquanto a amostra controle nao tenha apresentado potencial de
mutagenicidade, o crescimento da linhagem PSC 94/03 levou a mudangas no
substrato degradado, gerando metabdlitos de potencial mutagénico, provavelmente,
consequente da degradacao do lodo que contém os corantes téxteis testados.
Embora esta linhagem tenha apresentado atividade ligninolitica semelhante a
linhagem CCB 020, diferengas foram observadas com relagdo & producdo de

manganés peroxidase no 14° dia de incubacdo e também com relagao a atividade de
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peroxidase; atividades maiores para a linhagem CCB 020 que para o primeiro. Além
disso, embora a atividade dessas enzimas tenha diminuido ao longo do periodo de
incubagao, CCB 020 produziu, comparativamente, maior atividade de todas as
enzimas avaliadas até ao final dos 30 dias da colonizagao do substrato.

Sanchez et al. (1988) empregou o extrato de efluentes, obtido com
diclorometano, de 9 industrias téxteis/corantes na avaliagcdo da descarga na zona
urbana de rios da Grande Sao Paulo. Os resultados de dois ensaios de
mutagenicidade microbioldgica (S. fyphimurium e E. coli WP2) mostraram que das
categorias industriais amostradas, as industrias téxteis contribuem com o percentual
mais alto (67%) dos efluentes mutagénicos.

Houk (1992), ao compilar varios outros trabalhos relacionados ao potencial
mutagénico de efluentes liquidos e sodlidos gerados pelas industrias téxteis e de
produgdo de corantes, concluiu que estas produzem efluentes consistentemente
genotoxicos e, de acordo com a classificagdo estabelecida para grau de
genotoxicidade, esses residuos tém sido normalmente considerados de poténcia
mutagénica moderada. Danos genéticos induzidos pelos efluentes incluem mutagoes
e anormalidades cromossomicas. Em adicdo aos corantes, muitos dos quais
considerados mutagénicos na sua forma pura, como € o caso do corante indigo, os
metais pesados presentes nesses residuos podem ser uma possivel fonte de
atividade genotoxica.

No presente trabalho, os resultados obtidos sugerem que novas avaliagoes
devem considerar também outros solventes no processo de extragdo do substrato,
pois 0 metanol pode também ter extraido ou transformado produtos do micélio em
desenvolvimento com potencial mutagénico. No entanto, a CETESB (1999)
preconiza o uso do metanol e diclorometano:metanol na extracdo de amostras
contendo lodo do esgoto. Também, com base nas diretrizes dadas por Houk (1992),
estes mesmos solventes sao indicados na extragdo amostras ambientais contendo
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corante, pois tém maior afinidade para extragdo dos compostos presentes
relacionados.

Tabela 6. Numero de revertentesimg de MOE (matéria organica extraida), da
amostra PSC 94/03, obtido para as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonelia
typhimurium, na auséncia de ativador metabdlico (para doses com razdo de
mutagenicidade maior ou igual a 2,0).

N° médio de N° médio de Tabela de
Amostra de
L5836 revertentes revertentes/mg de | classificacao de
. MOE MOE HOUK (1992)
(mg equivalente .
o extraida Poténcia de
de matéria
(mg) Mutagenicidade
seca)

TA98 | TA100 TA 98 TA 100 N° de
revertentes/
mg de MOE

6,968 31,00 149,33 2,62 -
500 Até 102 -
nao detectavel a
1,400 121,33 | 175,00 58,66 - )
100 baixa.
0,700 38,9 216,33 ,34 -
50 o 100 = 10% -
moderada
10 0,140 31,67 158,00 | 136,00 -
10%- 10°- alta
5 0,070 21,03 129,33 33,00 -
10%-10" - extrema
Controle negativo
0 14,67 137.33 - -
(Solvente)
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Tabela 7. Numero de revertentessmg de MOE (matéria orgénica extraida), da
amostra PSC 94/03, obtido para as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella

typhimurium, na presenca de ativador metabdlico (para doses com razdo de
mutagenicidade maior ou igual a 2,0).

Amostra de N° médio de N° médio de Tabela de
Lodo MOE revertentes revertentes/mg classificagao de
(mg equivalente i de MOE HOUK (1992)
. extraida
de matéria Poténcia de
(mg) .
seca) Mutagenicidade
TA 98 | TA100 | TA98 | TA100
N° de revertentes/
mg de MOE
6,968 35,00 99,00 - - )
500 Até 10° -
nao detectavel a
1,400 12367 | 161,33 | 64,50 - _
100 baixa.
105,00 | 150,67 | 103, -
£n 0,700 : i 03,33 10%-10° -
moderada
- 0,140 44 33 | 137,00 - -
10*-10°-
0,070 33,00 | 353,33 - 3373
5 alta
Controle negativo . 3367 | 118.00 10°- 10" -
(Solvente) ’ ' extrema
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Tabela 8. Numero de revertentesimg de MOE (matéria organica extraida), da
amostra CCB 020, obtido para as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella
typhimurium, na auséncia de ativador metabdlico (para doses com razdo de

mutagenicidade maior ou igual a 2,0).

N° médio de N° médio de Tabela de
e tes/ lassificagao d
il MOE revertentes revertentes/mg classificacao de
. : de MOE HOUK (1992)
(mg equivalente | extraida
i Poténcia de
de matéria seca)| (mg) )
Mutagenicidade
TA98 | TA100 | TA98 | TA100
N° de revertentes/
mg de MOE
465 32,00 | 113,67 32 -
500
0,93 2967 | 89,67 - - 5
100 Até 10
nao detectavel a baixa
0,46 2267 | 8767 - -
50
10%- 10* - moderada
0,09 26,33 | 76,33 B -
10
10* - 10°- alta
5 0,0465 | 2267 | 85,33 - -
10°%- 107 - extrema
Controle
Negativo 0 16,67 | 115,00 - -
(Solvente)
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Tabela 9. Numero de revertentes/mg de MOE (matéria organica extraida), da
amostra CCB 020, obtido para as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella
typhimunium, na presenca de ativador metabdlico (para doses com razdo de
mutagenicidade maior ou igual a 2,0).

N° médio de N° médio de Tabela de
Amostra de Lodo MOE revertentes revertentes/mg classificacao de
uivalente de MOE HOUK
(mg eq, _ extraida © S ERNT)
de matéria seca) Poténcia de
(mg) .
Mutagenicidade
TA98 | TA100 | TA98 | TA100
N° de revertentes/
mg de MOE
500 465 | 4100 | 14800 | )
100 093 | 43,00 | 92,33 ) T |Ate 102
nao detectavel a baixa
50 046 | 4267 | 8033 )
10%- 10* - moderada
10 009 | 3433 | 8533 ) )
10*-10° - alta
5 00465 | 3067 | 10533 | )
10%- 10" - extrema
Controle Negativo 0 29,00 | 99,33
(Solvente)
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6. CONCLUSOES

e Os dados obtidos confirmaram que ha diferengas entre as espécies/linhagens de
Pleurotus quanto a capacidade ligninolitica, envolvida no processo de
descoloragdo do RBBR. As espécies/linhagens CCB 440, CCB 068 e POS 98/37
embora tenham crescido na presenga desse corante, nao puderam descolori-lo.

 As espéciesf/linhagens que puderam descolorir o RBBR também descoloriram o
corante indigo e o corante preto enxofre, exceto CCB 440 e CCB 068. O corante
indigo s6 pode ser descolorido na presenca de bagaco de cana adicionado ao
meio, © mesmo n&o ocorreu na descoloragéo do preto enxofre.

e Em meio de cultura adicionado de lodo e bagago de cana, estéril, todas as
espécies testadas puderam crescer e a descoloragd@o ocorreu paralelamente ao
desenvolvimento do micélio, exceto a espécie/linhagem POS 98/37, novamente
confirmando os resultados de selecdo em RBBR.

e Dos resultados obtidos nos diferentes meios de cultura sélidos e esterilizados,
adicionados dos corantes, pode-se concluir que o RBBR é um corante adequado
para se selecionar culturas de Pleurotus spp ligninoliticas.

e Em meio liquido a descoloracéo foi conseqiente da adsor¢cdao do corante ao
micélio. A variagéo da concentragéo de nitrogénio nao alterou os resultados e, a
produgcdo de enzimas ligninoliticas nao foi significativa durante o periodo
avaliado.

e No teste de biodegr- dabilidade, dois basidiomicetos selecionados — Pleurotus
flabellatus e P. sajor-caju (respectavamente, CCB 394 e PSC 94/03) foram
empregados como in6culo e, os resultados obtidos com o corante indigo e preto

144




enxofre foram insatisfatérios; os corantes foram classificados como nao
facilmente biodegradavel, nas condi¢oes adotadas.

No estudo complementar ao teste de biodegradabilidade, observou-se que outros
microrganismos presentes na agua podem estar implicados no processo de
descoloracdo dos corantes, pois o sistema nao é estéril e, ainda o processo de
aeracao continua pode ter sido uma das causas dos resultados insatisfatérios
obtidos.

Em residuo lignocelulésico mais lodo, as linhagens de Pleurotus sajor-caju
estudadas - PSC 94/03 e CCB 020, mostraram capacidade de colonizagdo e
descoloragao, expressa pela redugdo média em 42,05% de FDN/FDA e,
diminuicao media da DQO em 52,7%, comparada ao controle bem como com
relacao a diminuicdo média de 61,4% dos fendis. Pouca ou nenhuma alteracao
foi observada no contetdo de minerais e agticares totais. Houve producdo de
lacase, peroxidase e manganés peroxidase, principalmente nos primeiros 14 dias
de incubagao, sendo mais expressiva para linhagem CCB 020.

Os resultados de mutagenicidade mostraram que o substrato colonizado pela
linhagem PSC 94/03 tornou-se mutagénico. O mesmo nao ocorreu com o
substrato colonizado pela linhagem CCB 020.

Embora se tenha observado que o padrdo de expressdao das enzimas
ligninoliticas era semelhante para ambas linhagens de P. sajor-caju, avaliadas
nos residuos compostos de lodo acrescido de material lignocelulésico, diferencas
quanto a quantidade e consisténcia de produgdo das mesmas ao longo dos 30
dias de incubagdo puderam ser constatadas, especialmente com relacdo a
manganés peroxidase e lacase, envolvidas no processo de descoloragdo de
corantes e mais expressivas na linhagem CCB 020.
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e O uso do lodo misturado a outros residuos lignocelulésicos é viavel, no entanto, o
monitoramento do novo composto deve ser feito considerando-se a
espécie/linhagem a ser utilizada através de testes toxicolégicos e de
mutagenicidade.
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APENDICE 1

Tabela 1. Meio minimo acrescido do corante RBBR 0.02% (p/v)

Espécies/ Taxa de crescimento Taxa de % de Observacao
linhagens (cm)* descoloragao descoloragao
(halo, cm) *)

CCB 440 0.483 nd 0.00 sem formagdo de halo no
periodo ensaido

POS 98/37 1.00 nd 0.00 sem formacgdo de halo no
periodo ensaido

CCB 016 0.645 0.730 113.17 halo forte/3°dia

CCB (1 0.594 0.677 113.97 halo forte/3°dia

CCB 020 0.880 1.000 112.50 halo forte/3°dia

CCB517 0.327 0.410 125.38 3°dia

CCB 068 0.848 nd* 0.00 sem formagao de halo no
periodo ensaido

CCB 39% 0.300 0.383 127.77 halo forte/3°dia

CCB 334 0.660 0.750 112.44 halo forte

CCB 507 0.504 0.587 116.52 halo forte/3°dia

POS 98/33 0.593 0.670 112.98 descoloragao fraca/3° dia

POS 98/36 0.660 0.750 113.64 descoloragdio fraca/3° dia

Tailandia 0.625 0.710 113.60 halo forte/3°dia

PSC 94/03 0.660 0.750 11364 halo forte/3°dia

Legenda: nd = ndo detectado; (*) percentual de descoloraco = (taxa de descoloragaoftaxa de crescimento)x100;

** média de duplicatas obtidas durante um periodo de 12 dias de incubagdo.
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Tabela 2. Taxas de crescimento e descoloragao do corante indigo™ por Pleurotus
spp em diferentes meios de cultura.

Taxa de crescimento Taxa de %

E {cm/dia) descoloragao Descoloracao*

£ (cmidia) Inicio

% da descoloragio

g malte MA MA  MABC| MA  MABC [ MA  MABC (dia)

,E' agar(MA) indigo bagago indigo | indigo indigo | indigo indigo

(MAI) decana
(8C)

CCB001 045 0520 053 041 nd 0.39 nd 95.50 4
Tailandia 0.86 0870 087 086 nd 0.69 nd 81.53 4
CCB440 0.52 0600 063 028 nd nd nd Nd nd
CCB016 0.29 0320 054 051 nd 023 nd 4493 4°
PSC 94/03 0.57 0660 103 063 nd 0.25 nd 39.68 4
POS 98/33 0.79 0790  1.00 1.00 nd 0.61 nd 61.00 5°
POS 98/37 0.80 0800 090  0.80 nd 067 nd 83.34 7
POS 98/36 0.80 0780 084 063 nd 0.25 nd 39.68 7
CCB394 0.82 0.800 080 081 nd 0.62 nd 77.11 50
CCB020 0.80 0.800 1.14 0.78 nd 0.65 nd 83.92 5°
CCBO068 0.16 0180 054 044 nd nd nd nd nd
CCBS507 0.12 0.170 026 047 nd nd nd Nd nd
CCB517 0.25 0230 041 0.42 nd nd nd nd nd
CCB39% 0104 0031 026 0.17 nd 0.25 nd  147.00 8

Legenda: nd = ndo detectado; (*) percentual de descoloragio = (taxa de descoloragioftaxa de crescimento)x100;
** média de duplicatas obtidas durante um periodo de 12 dias de incubaggo
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Tabela 3. Taxas de crescimento e descoloragdo do corante preto enxofre** por

Pleurotus spp em diferentes meios de cultura.

. Taxa de
E Taxa de cms.clmento descoloragio |% Descoloragio *
S (cm/dia) : i
& (cm/dia) Inicio da
E descoloragdo
:‘é malte  MA preto MA (dia)
bagagcode MABC| MA MABC MA MABC
g dgar emcofe®E)  conagc) PE | PE PE | PE  PE
CCB001 |0.73 0.73 0.73 0.73 | 0.70 0.39 9570 91.10 4°
086 0.87 0.90 095 | 0.44 0.69 48.61 66.88 4° MABC Preto
Tailandia enxofre
6° MA Preto
enxofre
CCB440 |0.58 0.58 0.60 066 | 0.00 nd nd nd nd
CCB016 |0.42 0.66 0.54 1.14 | 0.00 0.31 nd 27.35 4°
PSC 0.68 1.14 0.74 114 | 0.82 0.82 11360 71.70
94/03 &
POS 1.14 1.14 1.14 1.00 | 0.00 0.53 nd 53.00 6°
98/33
POS 1.00 1.14 1.00 1.14 | 0.67 0.81 58.69 70.86 3° MABC Preto
98/37 aroin
4° MA Preto
enxofre
3° MABC Preto
POS 1.14 1.33 1.14 133 | 037 0.41 37.08 30.54 enxofre
98/36 4° MA Preto
enxofre
CCB39%4 |0.71 0.66 0.66 073 | 0.50 067 75.75 93.13 4°
0.73 0.73 0.73 073 | 0.75 0.75 103.16 103.16 4°MABC Preto
CCB020 enxofre
11° MA Preto
enxofre
CCB088 | 060 061 064 065 | nd nd nd nd nd
CCB507 | 0.59 0.55 0.54 065 | 0.00 0.33 nd 51.28 6°
0.42 0.51 0.59 063 | 0.33 0.36 5593 58.33 3°MABC Preto
CCB517 enxofre
6° MA Preto
enxofre
CCB39% |0.10 0.26 0.26 0.36 | nd 0.25 nd 71.18 8°

Legenda: nd = nio detectado; MABC = malte agar bagacgo de cana
* % de descoloracio = (taxa de descoloragdo/taxa de crescimento) x 100; ** média de duplicatas obtidas

durante o periodo de 12 dias de incubagao
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Tabela 4. Taxa de crescimento (cm/dia) de Pleurotus spp em meios contendo lodo e
observacao da descoloracao.

Taxa de crescimento (crrv/dia)*
Espécies/ () descoloracgio parcial (se) descoloraggo total Inicio da
linhagens descoloracio
lodo agar Lodo bagaco de cana Lodo BC malte
agar agar
PSC 94/03 0.75 1.80 (v) 1.80 (o) 5° dia
5° dia
CCB 001 0.75 0.75 (o) 1.80 (o) (LBCMA)
12° dia
(LBCA)
5° dia (LBCA)
CCB 020 0.75 0.75 (o) 1.80 (o) 12° dia
(LBCMA)
5° dia (LBCA)
Tailandia 0.75 1.80 (o) 1.80 (o) 12° dia
(LBCMA)
CCB 394 0.75 1.80 (o) 1.80 5° dia
Sem
POS 98/37 0.75 0.75 1.80 descoloracao
no periodo
ensaiado

*média de duplicatas obtidas durante 12 dias de incubacao.
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APENDICE 2

Tabela 5. Descoloracdo do corante indigo por Pleurotus spp em diferentes meios de

cultura liquidos (valores listados correspondem a média de 3 repetigoes).

Parame-
tros
culturais

meio de malte (pH =6,0) meio minimo (pH=5,0) meio basal (pH=6,0)

TaEG
Testem. | indigo
50 50

1.917 -

Tailandia
Testem. [ Indi
40

CCB 517

Testern. | indigo
50 50

TG
Testern. | Indk
40

CCB 517
Testem. | Indigo
40 5.0

CCB517
Testem. | Indigo
50 50

_pH 50
Absorv

686 nm* :

50

1.7706 11313 - 0.3076 - 0.0946 - 0.3950

Absorv.
583 nm* |
%
Reducao
da cor
686 nm
%
Redugao
da cor
583 nm
Micélio
_ps. (mg) 29 270 177 235

"Equagles de regressdo finear (Absorbancia x

- 1.3636 - 0.7060 - 05126 1.581 0.086 - 0.2836

z 580 450 932 - 57.84 97.87 91.3

- 335 66.3 78.1 - 330 = 9.7 - 88.8

253 179 204 11.5 237 174 1.5 149

do corante) e coeficientes de comelagio. Absorbancia 686 nm
Meio de Malte (y=0.03217+168.04259x r= 0.99859); Meio Minimo (yv= -0.025+227.88129x r=0.99998); Meio Basal o= -
0.00706+217.83553x, r=0.99983); Absorbancia 583 nm' Meio de Matte (y=00321+100.10907x, r=0.99905); Meio Minimo (y=
0.00648+118 63712, =0.99978); Meio Basal (y=-0.00406+135.96792x; r=0.99968).

Tabela 6. Descoloragéo do corante indigo por Pleurotus spp em diferentes meios de
cultura liquidos (valores listados correspondem a média de 3 repeticdes).

ot Meio de Malte (pH =6,0) Meio Minimo (pH=6,0) Meio Basal (pH=6,0)
CCB 016 PSC 54/03 CCB 016 PSC 94/03 CCB 016 PSC 94/03
pH Testen. Irédgo Testem. It% Testem | Indigo [ Testem [ indigo | Testem. | indigo | Testem. Indigo
50 6;,0 50 6',0 50 50 50 50 40 50 40 50
Absorv. 686
nm* - 1.905 - 0.0803 - 0.1870 - 0.092 - 0.1136 - 0.8033
e B Taze| - fooms| - o] - |ooras| - lomm] - 0.0703
% Redugao da
cor - 166 512 - 9.3 - 982 - 988 - 995
686 nm
% Reducgao da
cor - 22 - 539 - 934 - 973 - 93.0 - 984
583 nm
Micdlio P& 208 132 204 21.0 210 144 238 153 115 107 17.7 110
Amg) _ _
*Equacies de regressao finear (Absorbancia x do corante) e coeficentes de Absorbancia 886 nm:

concentrac3o comelac3o;
Meio de Malte (y=001595+16598456x = 099859); Meio Minimo (y= 0.00718+228.759x¢ =0.99998); Meio Basa (y=
.005923+230.75038x, =0.99083); Absarbancia 583 nmr Meio de Malte (y=0.00688+113.00852x r=0.99931);, Meic Minimo
(y=0.00406+127.9621x; =0.99991); Meio Basal (y=0.03027+127 3183x r=0.99909).
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Tabela 7. Comportamento de Pleurotus spp. em meio liquido — meio minimo, na
auséncia e presenca do corante indigo (concentragao inicial = 200 mg/L).

Tratamentos Espécies/  pH ps. *Absov. *Absov. Raz3  com. conc. conc. conc. % %
linhagem micelio descol. descol.
(mg)  596nm 694nm 596694 596nm 694nm 598nm 694nm 596 694nm
(mg) _(mg) nm

indigoe  CCBO20 50 290 0955 1351 141 032 027 6361 5463 6820 7268
CCBO20 50 258 057 0986 174 019 020 3726 3948 8137 8026
CCBO20 50 277 0383 0502 131 012 010 2476 1938 8137 9031
Gicose  CCBO020 50 343 . z 3 ‘ = = = z =
CCBO20 4050 379 - i - - - . = . .
CCBO20 4050 388 - « . = p i . i s
indgos  CCBO16 50 314 1323 1803 136 044 042 8860 8445 5570 57.78
CCBO16 50 322 1818 2768 152 061 057 1222 11347 3889 4397
CCBO16 50 303 1737 2734 157 058 056 11671 11206 4164 4397
Gicose  CCBO16 4050 584 . . N =
CCBO16 4050 568 . . . - - . = s .
CCBO16 4050 607 . . 5 5 - - - - -
indigoe _ CCB517 50 538 1021 135 132 034 027 6809 5450 669 7270
CCB517 50 37 0805 1074 133 027 022 5342 4313 4150 7843
CCB517 50 357 2052 2612 127 069 053 13811 10699 3095 4650
Giccse  CCB517 50 812 . -
CCB517 50 773 - 5 2 5 . - - - -
CCB517 50 724 - . - - - " " .

Indigo$ POS 50 3.8 0489 0687 141 0.16 014 319 2706 8402 8647

98136
POS 50 47 06% 0977 1.40 023 020 4602 3910 7699 8045
98/36
POS 50 346 0625 0958 153 023 019 4602 3832 7599 8084
98/36

Glicose POS 50 511 - - - - - = = = -
98/36
POS 50 434 - - E - - = = x ™
98/36
POS 50 554 - - - - - = 5 i =
98/36

*(#)Equagdes de regresséo linear (Absorbancia x concentragio do corante) e coeficientes de comelagio:
596 nm y=0,01838+2,945x; r=0.99936 / 694 nm y=0,03525+4,81662x, r=0.99854/
($) 596 nm y= 0.036407+3.6407x;r=0.99816; 634 nm y=0.03511+6.07507xr=0.99773.
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Tabela 8. Comportamento de Pleurotus spp. em meio liquido — meio minimo, na
auséncia e presenca do corante indigo (concentragao inicial = 200 mg/L).

Tratamentos Espécies/ pH ps.micdio Absov. AbSOv. Razio  conc.  ConC. conc. conc. %descol. % descol.
linhagem
(mg) 596nm 694nm 506694 596nm 694nm 596nm 694nm  596nm 694 nm
(i
Indigo CCBOOT 50 456 1068 1355 1288 021 017 4287 3317 7857 &4
BOO1 50 447 0568 0877 154 01 011 2250 2135 8875 8032
B001 50 501 0587 1222 1425 017 015 3427 2088 8286 8506
Gicose  CCBOO1 50 747 - - - = = - - - -
CCBOO1 50 859 - - - - - - : .
CCBOO1 & 175 - - - - - - - - -
Tndgo  POSOEG7 & 278 0% 0818 148 01 010 206 1089 ®B5 %05
POS9837 50 305 050 1383 232 012 017 235 388 8324 8307
POSOBG7 50 346 0876 1215 138 018 015 3505 2970 8248 8515
Gicse  POS9837 40 47 - - . . om = . : -
POS°37 40 386 - - . - - - . .
POSS637_40 457 - - - - - - - - -
ndigo CCB440 60 397 5088 5084 099 103 063 20000 12534 000 3739
CCB440 60 309 2696 3408 1264 055 042 10917 8391 4150 5304
OCB40 60 27 372 520 1613 0% 065 1263 13018 369 3491
Gicose  CCB440 50 1016 - - - - - - :
CCB440 50 1513 - - - - - - . . -
CCB440 50 1057 . . - - - - - s :
Indigo PSCO#03 50 371 0905 120 13 018 015 3623 3008 8180  64%
PSCO#03 50 377 0975 1206 1329 020 016 3008 3171 8046 8415
PSCOY03 50 298 0745 0962 1291 015 012 2971 2345 8514 8827
Gicose  PSCOW03 40 476 - - - - - - - : -
PSCOM3 40 &5 - - . - - - - -
PSCO403 40 428 - . . - - - : -
Indigo Talanda 50 468 0711 1018 14317 014 012 2833 2484 8584 65
Talida 50 402 1682 2300 1367 034 028 6787 %52 6606 7174
Talnda 50 465 2200 2482 1083 046 031 9263 6102 5368 6949
Gicose  Tanda 40 665 - - - - - - - - -
Tailandia 40 574 = - - - - - - - -
Taibnda 40 784 - - - e o m = ; :
Tncigo CCB3%4 50 226 056 0748 142 010 000 2070 1816 860 0%
CCB3% 50 210 0491 0610 1242 010 007 1937 1475 9032 @62
OB 50 306 027 03%3 15 005 004 902 86 9649 9568
Gicose  CCB3%4 40 702 . - S : 2
CCB3%4 40 394 - - . - - e . - X
CCB394 40 234 - - : R s -

= Equagdes de regressao Iinear(Absab&miaxcmcaWaﬁodocorante}ecoeﬁdaﬁesdeconela@:
596 nm y=0,01546+4,91078x; r=0.99914 / 694 nm y=0,01323+8,09137xr=0.99849
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Tabela 9. Comportamento de Pleurotus spp. em meio liquido — meio minimo, na

auseéncia e presenga do corante indigo (concentragao inicial = 200 mg/L).

Tratamentos Espécies/  pH ps. *Absov. *Absov. Razdo  conc. conc. conc. conc. % %

linhagem i descol.  descal
(mg) 596nm 694nm 596694 59%nm  694nm mmn]g) 694nm 596 nm 694 nm
(s (mg)

Indigo CCBS07 4,050 247 1179 2958 2508 024 041 4810 8228 7595 5886
CCBS507 4,050 217 1171 2784 2377 0.24 039 4778 7743 7611 5861
CCB507 4,050 225 1062 2976 2802 022 041 4334 8278 7833 5861

Glicose CCB507 4,050 277 - - - - - - - - -
CCB507 4,050 37.1 - - - - - - - & <
CCB507 4050 283 - - - - - - - - -

Indigo CCB068 50 189 1214 6396 5268 0.25 089 4953 17821 7524 1090
CCB 50 204 1091 5912 5418 022 082 4452 16470 7774 1785
CCB0O68 50 175 1119 6336 5706 0.23 088 4566 17653 7717 1173

Glicose cCCcB088 50 617 - - - B - - B - -
CCBOS8 50 1254 - - - - - - - - -
CCB068 50 69.0 - B - - - - - - -

Indigo CCB3% 50 186 0951 4720 493 0.19 066 3881 13144 8059 3428
CCB3% 50 213 1101 6524 5920 022 091 4492 18178 7754 91
CCB3% 50 14.8 1189 7136  6.000 0.24 099 4851 19886 7574 057

Glicose CCB3% 40 278 - - - - - - - - -
CCB3% 40 257 - - - - - - - - -
CCB3% 40 23.3 - - - - - - - - -

Indigo POS 50 231 0660 0560 0848 0.14 008 2749 1537 8626 9231
98/33
POS 50 365 1082 3026 27% 0.2 042 4469 8418 7766 5791
98/33
POS 50 218 0823 2460 2989 0.17 034 3413 6839 8293 6581
98/33

Glicose POS 50 - - - - - - - - - -
98733
POS 50 - - - - - - - - - -
98/33
POS 50 - - - = - = - % = -
98/33

TEquaghsdemgmséolirm{A&ubéndaanomﬁaﬁodom&)ameﬁdm&sdemw:

596 nm y=0,00146+4,90806x; r=0.99994 / 694 nm y=0,00909+7,16794x;r=0.99842
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Tabela 10. Comportamento de Pleurotus spp. em meio liquido — meio minimo, na

auséncia e presenca do corante preto enxofre (concentragao inicial = 200 mg/L).

Tratamentos Espécies/ pH ps. *Absov. *Absov. Rardo  conc. conc. conc.  conc. % %
Imhagem micélio desca.  descol.
(mg) 380nm 454nm 380/454 380nm 454nm 380nm 454nm 380nm 454 nm
(mg) _(mg)
Preto CCBO16 50 443 0.114 0.081 141 013 012 2555 2385 8723 8807
erofre
CCBO016 50 527 00% 0086 1.12 0.10 013 2099 2534 8950 87.33
CCB 016 5,0 473 0.088 0149 0.58 0.09 022 1897 4410 9051 7795
Glicose CCB016 40 852 - - - - - - - - -
CCBO16 40 499 - - - - - - - - -
CCB 016 40 639 - - - = - - - - -
Preto CCB 020 50 349 0.453 0.340 1.33 0.56 050 11134 10098 4433 4951
engoire
CCB 020 50 329 0.374 0252 1.48 046 037 9135 7477 5432 6262
CCB 20 50 296 0.416 0.304 1.37 0.51 038 10198 7671 4901 6164
Glicose CCB 020 40 389 - - - - - - - - -
CCB 020 40 374 - - - - - - - - -
CCB 020 40 52.1 - - - - - - - - -
Preto CCB 440 50 313 0659 059 112 0.82 088 16348 17543 1826 1229
ervafre
CCB 440 50 354 0676 0.595 1.14 084 088 16778 17692 16.11 11.54
CCB 440 5,0 335 0684 0590 1.16 0.85 088 16981 17543 1510 1229
Glicose CCB 440 50 46.5 - - - - - - - - 3
CCB 440 50 440 - - - - = % - - -
CCB440 50 63.7 - 2 - - - - = : -
Preto PSC 50 316 0323 0197 164 039 029 7844 5840 6078 7080
emaite 94/03
PSC 50 350 0178 0.160 111 021 024 4174 4738 7913 7631
94/03
PsSC 50 329 0.268 0.169 1.59 021 025 4174 5008 7913 7497
94103
Glicose PSC 40 46 - - - - - - - - -
94/03
PSC 40 453 - - - - - - - - -
94/03
PSC 40 446 - - - - - - - - -
94/03
Preto POS 50 338 0286 0288 0.990 035 043 6908 8550 6546 5725
enxofre 98137
POS 50 451 0.298 0213 1.399 036 032 7212 6316 6394 6842
o8/37
POS 50 399 0238 0.335 0.710 0.28 050 5693 9949 7153 5025
98/37
Glicose POS 40 605 - - - - - - - - -
98737
POS 40 451 - - - - - - - - -
98/37
POS 40 426 - - - - - - - - =
98/37

"Equagdes de regressao linear (Absorbancia x concentraco do corante) e coeficientes de comelacdo:
380 nm y=0,01306+0,79023x; r=0.99929 / 454 nm y=-0,000902765+0,67161)xr=0.99849
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Tabela 11. Comportamento de Pleurotus spp. em meio liquido — meio minimo, na

auseéncia e presenca do corante preto enxofre (concentragéo inicial = 200 mg/L).

Tratamentos Espéces/ pH ps. *Absov. *Absov. Razio conc. conc.  COnNC.  COncC. % %
linhagem micélio descol. descol.
{mg) 380nm 454nm 380/454 380nm 454nm 380nm 454nm 380 454nm
(0 nm
Preto CCB0OO1 50 3550 025 0265 0966 0307 0393 61485 78646 6925 6067
ervofres
CCBOO1 60 28.00 0.541 0444 1218 0668 0660 133617 131951 3319 3402
CCBO0O1 6,0 35.10 0030 0010 3000 0021 0014 4287 2709 9785 9864
Glicose CCBOO1 40 77.40 - - B - - - - - -
CCBO01 40 65.20 - - - - - - - - -
CCBO0O1 40 57.30 - - - - - E - - -
Preto Taitandia 50 3910 0528 0469 1126 0652 0697 130327 13939 34.837 30302
enaires
Talldndia 5,0 3450 0339 0205 1654 0412 0304 82492 6077 58754 69611
Tatinda 50 46.70 0405 0283 1431 0496 0420 99196 8400 50402 57.997
Glicose Talandia 40 3220 - - - - B - B - -
Tailandia 40 3060 - - - - - - - - -
_ Talinda 40 35.20 - - - - - - - - -
Preto POS 50 310 0171 0.098 1.74 023 017 4696 3324 7652 8338
enofre$ 98/36
POS 50 297 0.036 0.026 1.38 006 0.06 1186 1192 9407 9404
98/36
POS 50 349 0118 0085 1.39 0.17 0.15 3318 2939 8341 8530
98/36

Glicose POS 50 449 - - - B - - - - -
98/36
POS 50 485 E - - - - - - - -
98/36
POS 50 473 - - - - - - - - -
%673 .

Preto POS 50 455 0686 0590 1.16 0.35 037 7062 7440 6469 6280

emofre# 98733
POS 50 394 0340 04863 073 0.17 029 3425 5816 8285 7092
98/33
POS 50 476 0573 0346 1.00 029 0215 5874 4318 70683 7841
98/33

Glicose POS 50 51.1 E - - - - - - E -
98/33
POS 50 434 B - - - - - - - -
98/33
POS 50 554 - - - - - - - - -
98/33

= (e)Equacses de regress3o linear (Absorbancia x concentragdo do corante) e coeficientes de correlago:
380 nm y=0,01306+0,79023x, r=0.99929 / 454 nm y=-0,000902765+0,67161xr=0.99849.

{$) 380 nm y=-0.00959+0.76907xr=0.999/ 454 nm y=0.00472+0.59995x;=0.99752.

(#) 380 nm y=0.01417+1.90273xr=0 99908/ 454 nm y=0.00825+1.56388x;=0.99958.
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Tabela 12. Comportamento de Pleurotus spp. em meio liquido — meio minimo, na

auséncia e presenca do corante Preto enxofre (concentracao inicial = 200 mg/L).

Tratamentos Espécies/ pH ps. *Absov. *Absov. Raz3o conc. conc. conc. conc. % %
linhagem micélio descol.  descal.
(mg) 380nm 454nm 380/454 380nm 454nm 380nm 454nm 380nm 454 nm
_ (mg) _(mg)
Preto CBB3% 60 277 1012 0916 1.10 059 069 11807 13762 409% 3119
ernxoire
CBB3% 60 341 1135  1.190 095 0.66 089 13253 17898 3374 1051
_ CBB3% 60 325 0912 0580 1.57 0.53 043 10633 8689 4683 5656
Glic CBB3% 50 405 - - - - - - - - -
CBB3% 50 338 - - - - - - - -
CBB3% 50 36.5 - - - - - - - - -
Preto CCT ™8 60 248 1436 1233 1.16 084 093 16789 18548 1605 726
erofre
CCB 088 6,0 283 1.383 1.151 120 081 087 16166 17310 1917 1345
OC§ 068 6.0 280 1.076 0.844 1.14 063 071 12559 14184 3720 2908
Glicose CCB068 50 93.0 - - - - - - - - -
CCB0B8 50 160.1 - = £ - - , - .
CCBDe8 50 132.1 - - - B - - - - B
Preto CCB517 50 465 0387 0597 0.65 022 035 4464 6932 7768 6534
enxofre
CCB517 50 414 0463 0587 0.79 027 034 5357 6814 7322 6593
CCB517 50 49.8 0478 0755 0.63 028 044 5545 8788 7272 56.06
Glicose CCB517 50 705 - - - - - - - - -
CCB517 50 602 - - - - - - - - -
- CCB517 50 76.4 - - . - - - 2 - -
PretoEnmire CCB507 50 468 0676 0.568 119 039 043 7880 8507 6070 57.46
CCB 507 50 410 0.342 0.155 221 0.19 011 3934 272 8032 8854
CCBS507 50 408 0225 0167 1.35 0.13 012 2560 2453 8032 8773
Glicose CCB507 50 466 - - - - - - - - -
CCB507 50 427 - - - - - - - - -
CCBS07 50 424 - - - - - - - L -
PretoErnofre CCB 394 50 615 0216 0131 165 012 0.10 2455 1910 8772 9045
CCB3%4 50 664 0123 0093 0.76 0.07 007 1363 1336 9319 9332
CCB3%4 50 446 0105 0081 1.30 0.06 006 1151 1155 9424 9423
CCB3%4 50 952 - - - - - - - - -
CCB3%4 50 114.6 - - - - - B - - -
CCB3%4 50 108.5 - - - - - -

“Equacdes de regressao linear (Absorbancia x conoen
380 nm y=0,00702+1,70228x r=0.9999 / 454 nm

tragdo do corante) e coeficientes de correlacio:
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Quadro 1. Andlise de variancia de peso do micélio em relagéo & fonte de carbono e
percentual de descoloragéo do corante indigo por Pleurotus spp.

CAUSAS DA VARIACAO G.L 5.0 Q.M VALOR F FROB.>F
ESPECIE/LINHAGEM 13 159410.4157170 1493.1089013 10.5342 0.00001
FONTE C 1. 16385.6911768 16385.6911768 115.6043 0.00001
ESP./LIN*FON 13 11505.6998797 885.0538369 €.2442 0.00001
RESIDUC 56 7937.4118308 141.7394970

TOTAL 83 55239.2186042

MEDIA GERAL = 45.395237
COEFICIENTE DE VARIACAO = 26.226 %

Quadro 2. Analise de variancia de peso do micélio em relagédo a fonte de carbono
e percentual de descoloragéo do corante preto enxofre por Pleurotus spp.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. 5.0. Q.M. VALOR F  PROB.>F
ESPECIE/LINHAGEM 13 16698.7667083 1284.5205160 17.0165 0.00001
FONTE C 1 8698.6065019 8698.6065019 115.2336  0.00001
ESP./LIN*FON 13 14397.6421312 1107.5109332 14.6716 0.00001
RESIDUO 56 4227.2574511 75.4867402

TOTAL 83 44022.2727925

MEDIA GERAL = 48.776192
COEFICIENTE DE VARIACAO = 17.813 %
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Quadro 3. Analise de variancia da razdo de descoloragédo do corante indigo por
Pleurotus spp (dados transformados segundo raiz(x+0).

CRUSAS DA VARIACAO G.L. S0 Q.M. VALOR F  PROB.>F
LINHAGEM 17 7.2666715 0.4274513 74.0269 0.00001
RESIDUO 36 0.2078738 0.0057743

TOTAL 53 7.4745453

MEDIA GERAL = 1.357046
COEFICIENTE DE VARIACAQ = 5.600 %

Quadro 4. Anélise de variancia da razéo de descoloragao do corante preto enxofre
por Pleurotus spp.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. 5.Q. Q.M. VALCR F PRCB.>F
LINHAGEM 17 0.86135676 0.0360922 1.6232 0.10916
RESIDUO 36 0.8004859 0.0222357

TOTAL 53 1.4140535

MEDIA GERAL = 1.111513
COEFICIENTE DE VARIACAO = 13.416 %

170




Tabela 13. Teste de Tukey para médias de descoloragéo do corante indigo por
Pleurotus spp.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 10 CCB394 3 93.073334 93.073334 a by
2 6 POSS837 3 86.0899%6 86.089996 ab AB
3 5 CCBOO1 3 85.933329 85.933329 ab AR
4 8 PSC9403 3 85.793335 85.793335 ab AB
5 14 POS9836 3 84.000000 84.000000 abc AB
3 4 POS9833 3 82.586665 82.586665 abe AB
7 11 CCBO20 3 81.083333 §1.083333 abec AB
8 S TAILANDIA 3 76.269999 76.269999 abc ABC
9 13 CCB517 3 65.876668 65.876668 bed ABCD
10 1 CCB507 3 58.693334 58.693334 cd BCD
11 12 CCEO16 3 48.573334 48.573334 d CcD
12 7 CCB440 3 43.426666 43.426666 d DE
13 3 CCB39%6 3 14.653333 14.653333 e E
14 CCBOb8 3 13.426666 13.426666 e E

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AO NIVEL DE SIGNIFICANCIA INDICADO

Tabela 14. Teste de Tukey para médias de descoloragao do corante preto enxofre
por Pleurotus spp.

NUM.ORDEM NOUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 13 CCB394 3 91.716665 91.716665 a A
2 2 CCBO16 3 89.080007 89.080007 a AB
3 14 POS9836 3 84.666667 84.666667 a ABC
4 11 CCB517 3 74.393331 74.393331 ab ABCD
5 12 CCB507 3 73.77999% 73.779999 ab ABCD
3 5 PSC9403 3 73.013336 73.01333¢ ab ABCD
7 1 PCS9833 3 72.690002 72.690002 ab ABCD
8 & POS9837 3 66.976664 66.976664 ab ABCD
9 7 CCBOO1 3 66.766001 66.766001 ab ABCD
10 3 CCB020 3 49.220001 49.220001 be BCDE
11 8 TAILANDIA 3 47.997335 47.997335 be CDE
12 9 CCB396 3 40.513331 40.513331 be DE
13 10 CCBO&8 3 24.138989 24.139999 c
14 4 CCB440 3 16.490000 16.490000 c

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AC NIVEL DE SI
GNIFICANCIA INDICADO = D.M.S. 5% = 34.31780 = D.M.S. 1% = 40.65170
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Tabela 15. Teste de Tukey para médias de peso do micélio das
especies/linhagens de Pleurotus crescidas em meio minimo com glicose como
fonte de carbono (testemunhas do corante indigo).

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 7 CCB440 3 119.533325 119.533325 a A
5 CCBOO1 3 96.033335 96.033335 ab AR
3 2 CCBO68 3 85.366669 85.366669 bc ABC
4 13 CCB517 3 76.966665 76.966665 bed BCD
5 9 TRILANDIA 3 67.433334 67.433334 bede BCDE
6 12 CCBO16 3 58.633331 58.633321 cdef  BCDEF
7 8 PSC94/03 3 50.966665 50.966665 def CDEF
8 4 POS9833 3 49.966665 49,966665 def CDEF
9 6 POS9837 3 44.666667 44.666667 def DEF
10 10 CCE394 3 44.333333 44.333333 def DEF
11 14 POS9836 3 43.533335 43.533335 def DEF
12 11 CCB020 3 37.000000 37.000000 ef EF
13 1 CCB507 3 31.033335 31.033335 £ EF
14 3 CCB396 3 25.600001 25.600001 £ F

Tabela 16. Teste de Tukey para médias de peso do micélio das
espécies/linhagens de Pleurotus crescidas em meio minimo com corante indigo
como fonte de carbono.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 5 CCBOO1 3 46.733337 46.733337 a A
2 9 TAILANDIA 3 44.500000 44.500000 a A
3 13 CCB517 3 41.733332 41.733332 a A
4 8 PSC94/03 3 34.866669 34.866669 a A
5 4 POS9833 3 34.366666 34.366666 a A
6 14 POS9836 3 32.066666 32.066666 a =&
7 12 CCBO16 3 31.299998 31.299998 a &
8 7 CCB440 3 31.100001 31.100001 a A
9 6 POS9837 3 30.966665 30.966665 a =&a

10 11 CCBO20 3 27.500000 27.500000 a =&
11 10 CCB394 < 24.733332 24.733332 a A
12 1 CCB507 3 22.966667 22.966667 a A
13 CCBO68 3 18.933333 18.933333 a &
14 3 CCB396 3 18.233334 18.233334 a a

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI A0 NIVEL DE SIGNIFICANCIA
INDICRDO D.M.S. 5% = 34.09310 = D.M.S5. 1% = 39.61948
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Tabela

17. Teste de Tukey para médias de peso do micélio das

espécies/linhagens de Pleurotus spp com relagdo a fonte de carbono no meio
minimo do corante indigo.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 1 GLICCSE 42 59.3615904 59.361904 a A
2 2 iNDIGO 42 31.428571 31.428571 b B

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AC NIVEL DE
SIGNIFICANCIA INDICADO

D.M

.5. 5% = 5.20887 - D.M.S. 1% = 6.92935

Tabela 18. Teste de Tukey para médias de peso do micélio das espécies/linhagens

de Pleurotus crescidas em meio minimo com corante preto enxofre como fonte de

carbono.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 13 CCB394 3 57.500000 57.500000 a A

2 2 CCBO16 3 48.100001 48.100001 ab AB

3 3 CCB517 3 45.899999 45.899999 ab AB

4 1 POS9833 3 44.166667 44166667 ab AB

5 12 CCB507 3 42.866669 42.866669 ab AB

6 8 TAILANDIA 3 40.100001 40.100001 ab AB

7 6 POS9837 3 39.533333 39.533333 ab AB

8 4 CCB440 | 33.399999% 33.3999%9 ab RB

9 5 PSC9403 3 33.166667 33.166667 ab AB

10 7 CCBOO1 3 32.866666 32.866666 ab AB

11 3 CCBO20 3 32.466667 32.466667 b AB

12 14 POS9836 3 31.866669 31.866669 b aB

13 9 CCB396 3 31.433334 31.433334 b AB

14 10 CCBO68 3 27.033333 27.033333 b B
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Tabela 19. Teste de Tukey para médias de peso do micélio das
especies/linhagens de Pleurotus crescidas em meio minimo com glicose como
fonte de carbono (testemunhas do corante preto enxofre).

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 10 CCBO68 3 128.43332¢% 128.433329 a a
2 13 CCB394 3 106.099996 106.099996 a a
3 11 CCB517 3 69.033335 69.033335 b B
4 7 CCBOO1 3 66.633336 66.633336 bc B
5 2 CCBO16 3 56.333333 56.333333 bed  BC
6 4 CCB440 3 51.399999 51.399999 bed BC
7 1 POS9833 3 49.966665 49.966665 bed BC
8 6 POSS837 3 49.399999 49.399999 bed BC
9 14 POS9836 3 46.899999 46.899999 bed BC
10 5 PSC9403 3 44.833333 44.833333 bed BC
11 12 CCB507 3 43.900004 43.500004 cd BC
12 3 CCEO020 3 42.799998 42.799998 cd BC
13 ] CCB396 3 36.933334 36.933334 d
14 8 TAILANDIA 3 32.666667 32.666667 d o]

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE ST AO NIVEL DE SIGNIFICANCIA INDICADO
D.M.S. 5% = 24.88034 = D.M.S. 1% = 28.91337

Tabela 20. Teste de Tukey para médias de peso do micélio das
espécies/linhagnes de Pleurotus spp com relagdo a fonte de carbono no meio

minimo, do corante preto enxofre.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
2 GLICOSE 42 58.952381 58.952381 a P
2 1 FRETO S 42 38.600000 38.600000 b B

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AQ NIVEL DE SIGNIFICANCIA INDICADO
D.M.S. 5% = 3.80204 = D.M.S. 1% = 5.05688
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Tabela 21.Teste de Tukey para médias da razao de descoloragdo do corante
indigo por Pleurotus spp.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 3 CCB 396 3 2.370124 5.617490 a A
2 2 CCE 068 3 2.337199 5.462497 a A
3 1 CBB 507 3 1.599779 2.559282 b B
4 6 POS 98/37 3 1.305456 1.704214 c (o4
5 16 CONTROLE3 3 1.288927 1.661333 c c
6 18 CONTROLE4 3 1.263124 1.595483 c c
7 11 CONTROLEZ2 3 1.253557 1.571405 c c
8 4 CONTROLEL 3 1.249081 1.560203 c c
9 13 CCB 016 3 1.218545 1.484852 & %
10 12 CCB 020 3 1.217634 1.482632 c c
11 15 POS 98/33 3 1.202709 1.446508 c C
12 17 POS 98/36 3 1.150885 1.418208 c c
13 5 CCB 001 3 1.187685 1.410595 c o
14 10 CCB394 3 1.179385 1.390974 c c
15 8 PSC94/03 3 1.151602 1.3286187 Ll C
16 14 CCB 517 3 1.144348 1.309533 c c
17 9 TAILANDIA 3 1.135514 1.289392 c c
18 7 CCBE 440 3 1.131272 1.279777 c c

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AO NIVEL DE SIGNIFICANCIA
INDICADO
D.M.S. 5% = 0.23314 - D.M.S. 1% = 0.27183
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Tabela 22. Teste de Tukey para médias da razio de descoloragdo do corante
preto enxofre por Pleurotus spp.

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 8 CCB 001 3 1.272845 1.620134 a y:N
2 14 CCB 507 3 1.246458 1.553657 a A
3 1T POS 98/36 3 1.224269 1.498835 a A
4 6 PSC94/03 3 1.198381 1.436117 a A
5 10 CONTROLE2 3 1.131669 1.420075 a A
] 9 TAILANDIA 3 1.181152 1.395119 a A
7 4 CCEB 020 3 1.180083 1.392619 a A
8 16 CONTROLE3 3 1.137247 1.293331 a A
9 2 CONTROLE1 3 1.109199 1.230322 a a

10 18 CONTROLE4 3 1.109049 1.229990 a A
11 15 CCB 354 3 1.098826 1.207419 a A
12 11 CCB 396 3 1.092162 1.182817 a A
13 12 CCB 068 3 1.080062 1.166534 a A
14 5 CCB 440 3 1.067680 1.139941 a A
15 POS 98/37 3 1.006799 1.013643 a A
16 CCE 016 3 1.004616 1.009254 a A
17 POS 98/33 3 0.977144 0.954811 A
18 13 CCB 517 3 0.823%590 0.688220 a A

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AC NIVEL DE SIGNIFICANCIA
INDICADO
D.M.S. 5% = 0.45750 = D.M.S. 1% = 0.53343
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Tabela 23. Crescimento de Pleurotus flabellatus, CCB 394, em meio minimo com
2 g de glicose e com 0,6 e 6,0gde NaNOs (0,6N e 6N, respectivamente) com e
sem corante indigo.

Tempo de Peso seco do Peso seco médio
Tratamento incubacao (dias) micélio micélio pH
(mg/25 mL) (mg/ 25 mL)
Sem Corante 6N 16,1 14,6 50
13,1
Sem Corante 0,6N 3 19,7 17,8 50
15,9
Com Corante 6N 19,2 247 6,0
30,2
Com Corante 0,6N 146 14,25 6,0
13,9
8,3
Sem Corante 6N 20
: 7,65 50
Sem Corante 0,6N 6 10,9
12,8 11,85 5,0
Com Corante 6N 12,3
11,2 11,75 50
Com Corante 0,6N 10,2
6,4 8,30 50
Sem Corante 6N 14,6 14,95 50
15,3
Sem Corante 0,6N 16,3 15,75 50
9 15,2
Com Corante 6N 18,8 20,05 50
21,3
Com Corante 0,6N 122 1.3 50
10,4
Sem Corante 6N 21,3 2220 5,0
23,10
Sem Corante 0,6 N 19,3 19,5 50
12 19,7
Com Corante 6 N 27,9 23,85 50
19,8
Com Corante 0,6N 13,6 13,9 50
14,2
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Tabela 24. Crescimento de Pleurotus flabellatus, CCB 394, em meio minimo com
2 g de glicose e com 0,6 e 6,0 g de NaNO3 (0,6N e 6N, respectivamente) com e
sem corante preto enxofre.

Tempo de Peso seco do Peso seco médio
Tratamento incubacio micélio micélio pH
(dias) (mg/25 mL) (mg/ 25 mL)
Sem Corante 6N 16,4 17,4 6,0
18,4
Sem Corante 0,6N 3 18,6 19,15 6,0
19,7
Com Corante 6 N 20,2 19,6 6,0
19,0
Com Corante 0,6N 16,1 16,05 6,0
16,0
Sem Corante 6N 226 6,0
13,9 18,25
Sem Corante 0,6N 6 9.5
13,5 11,50 6,0
Com Corante 6N 20,8
26,0 23,40 6,0
Com Corante 0,6N 18,8
19,9 19,25 6,0
Sem Corante 6N 30,7 25,80 50
20,9
Sem Corante 0,6N 16,9 16,05 50
Q 15,2
Com Corante 6 N 31,2 29,05 6,0
26,9
Com Corante 0,6N 26,9 23,85 50
20,8
Sem Corante 6N 20,7 19,30 6,0
17.9
Sem Corante 0,6N 10,0 11,05 6,0
12 12,1
Com Corante 6N 27,3 26,80 50
26,3
Com Corante 0,6N 19,1 18,50 50
17,9
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Tabela 25. Avaliagdo da atividade enzimatica em cultivo estatico da
espécie/linhagem CCB 394, em duplicata, em meio minimo com 2 g de glicose e
6,0 g de NaNO; (6N) e com 2 g de glicose com 0,6 g de NaNO3(0,6), sem corante e
com corante indigo e preto enxofre.

Tempo de Manganés ) Lacase
Tratamento incubacao (dias) Peroxidase Peroxidase (UNL)
(UL) (Un)
indigo 6
2,00 0,00 0,00
—— 3 2,50 0,00 0,00
Preto enxofre 6 9,74 0,00
0,00
Preto enxofre 0,6 0 0,16
0,00
indigo 6 0,04 0,02 0,00
indigo 0,6 6 0,80 0,44 0,00
Preto enxofre 6 0,00 0,30 0,02
Preto enxofre 0,6N 0,00 0,00 0,00
indigo 6 0,00 0,00 0,25
indigo 0,6 0 028 0
9
Preto enxofre 6
0,00 0,00 0,044
Preto enxofre 0,6 0,80 0,08 0,04
indigo 6 2,30 0,00 0,00
indigo 0,6 12 2,3 0,00 0,00
Preto Enxofre 6 0,00 0,00 0,00
Preto Enxofre 0,6 0,00 0,00 0,00
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Tabela 26. Percentual de CO; liberado nos tratamentos empregados.

Branco + Corante indigo Corente preto Glicose
° Inéculo enxofre
o &
L
SE| 3 4 Mdia 5 6 Mdia 7 8 Média © 10 Média

1 032 048 040 106 106 106 000 0.01 000 779 1380 1084
2 090 187 138 207 225 216 000 196 098 1813 2808 23.10
3 1.77 3.51 264 343 423 383 014 760 3.87 2929 4291 36.10
4 250 537 393 494 637 566 175 1551 863 3998 5284 46.41
5 305 692 499 661 892 777 460 2318 13.89 4599 5833 52.16
8 495 1173 834 973 1527 1250 1160 3495 2328 5083 6844 59.64
10 861 2004 14.33 1349 2138 1744 1870 4624 3247 5506 7670 65.88
13 948 2296 1622 1503 2560 20.31 2159 5179 3669 5884 8439 71.62
16 42792 1993 1643 2997 2320 2325 5861 4093 6169 9236 77.03
20 + 3425 2625 2090 3661 2875 2502 66.11 4556 66.51 101.71 84.11
24 | 2158 3726 2942 2388 4365 33.76 2740 7184 4962 7023 108.06 89.15

28 < 4 4194 3504 2559 5053 38.06 3063 7725 53.94 7537 11444 94.91

Tabela 27. Percentual médio de CO, evoluido em relacao ao esperado (tedrico) e
real (excluido a diferenga do branco mais inéculo).

DIAS DE TRATAMENTOS (frascos)
INCUBAGCAO corante preto enxofre glicose
corante indigo

1 0.66 0.00 10.44
2 0.77 0.00 21.72
3 1.19 1.23 33.46
4 1.72 4.70 42 47
5 2.78 8.90 4717
8 416 14.94 51.30
10 3.1 18.14 51.56
13 4.09 2047 55.39
16 3.27 21.00 57.10
20 2.50 19.31 57.86
24 434 20.19 59.72
28 3.02 18.90 59.86
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Tabela 28. Percentual de CO2 nos tratamentos empregados.

DIAS Corante Corante preto indigo + preto Glicose
DE indigo enxofre enxofre

INCUBACAO[™3 4  Meda 5 6  Media 7 8  Média 9 10 Media
1 000 000 000 000 760 388 000 000 000 1558 1281 14.19
2 032 043 037 000 769 384 000 000 000 4058 4143 41.01
3 346 075 211 003 771 387 070 121 086 6270 6359 63.14
4 402 111 256 095 1029 562 173 691 432 7156 7471 7314
5 402 111 256 166 1271 749 211 691 451 7205 7897 75.51
8 402 111 256 314 1393 853 250 1006 6.28 7628 8200 79.14
12 402 111 256 809 1669 1239 345 1734 1039 7943 8560 82.51
16 402 111 256 1046 2166 16.06 544 1925 1235 8073 8833 84.53
20 402 111 256 1124 218 1655 544 2073 13.08 8073 8833 8453
22 402 159 280 1217 2198 17.07 544 2100 1322 8419 8891 86.55
24 542 356 449 1470 2384 1927 792 2178 1485 8547 8977 87.62
26 542 577 559 1538 2510 20.24 885 2252 1569 8617 8977 87.97
28 542 653 597 1538 2558 2048 1012 2296 16.54 8666 9245 89.55
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Tabela 29. Resultados do teste complementar ao de biodegradabilidade imediata,
em meio basal estéril e nao estéril, com o corante indigo e agéo de descoloragdo por
varias espécies/linhagens de Pleurotus.

p.s. % meédio
— ;i Absov. conc. conc. % descol s
- ' Spect pH micelio
linhagens
(mg) 686 686nm 686mg 686 nm
lorago
incigo CCB 394 6,0 27,7 5,76 0,83 165,17 17.42
4467
i ; CCB 394 8,0 19,3 3,574 0,51 101,95 49,02
CCB 394 6.0 146 2,292 0,32 64,88 67,56
i CCB 394 7.0 27.1 0,986 0,22 4367 78,16
lf“
' ccB393 7.0 258 0624 014 2719 8640 8074
MB n estéril
CCB 394 7.0 21,7 1,008 0,22 4467 77,66
koo Tailandia 50 12,4 4,516 0,65 12919 3540
__ Tailandia 5,0 33 1,78 0,25 50,08 7545 62,10
MB estéril
Tailandia 5,0 31,3 1,746 0,25 4909 7545
indi Tailandia 7.0 1.4 0,17 0,03 6,70 96,65
'90, _ Tailandia 7.0 21,1 0,23 0,05 9,03 95,49 95,46
MB n estéril
Tailandia 7.0 12,9 028 0,06 1148 9426
o CCB 001 6,0 16,8 0,122 0,01 2,13 98,93
B 69,50
- : CCB 001 6,0 15,4 393 0,56 11225 4388
CCB 001 6,0 15,4 2,422 0,34 6864 6568
CCB 001 6,0 16,8 0,25 0,05 10,16 94,92
MB n estéril CCB 001 6,0 15,6 0,12 0,02 425 97,88 96,31
CCB 001 6.0 15,4 0,196 0,04 7.71 96,15
Incigo CCB 396 6,0 14,7 4,888 0,70 13995 30,02
CCB 396 { ) 5 ; 58,31 92,45
- ] 6,0 357 2,932 0,42 83,39
CCB 396 6,0 15,7 6,68 0,96 191,77 412
> CCB 39 7.0 15 1,284 0,29 5724 71,38
il CCB 396 7.0 27 1,275 0,28 56,83 7159 77.08
MB n estéril
CCB 396 7.0 12,7 0,542 0,12 2346 8827

corante indigo / 686 nm y=0,04842+6,91645x meio basal estéril e y=0,02674+4,3932x meio no estéril
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Tabela 29 (continuagdo). Resultados do teste complementar ao de
biodegradabilidade imediata, em meio basal estéril e nao estéril, com o corante
indigo e agao de descoloragao por varias espécies/linhagens de Pleurotus.

p.s. Absov. conc. conc. % descol % médio

Tratamento Espécies/ y  Mmicslio de
linhagens P
(mg) 686 686nm 686mg 686nm _
loragéo
indi POS98/37 50 14,2 1,24 0,17 3446 8277
9? . POS98/37 50 8.2 2,314 0,33 6552 67,24 77,59
MB estéril
POS98/37 50 15,3 1,24 0,17 3446 82,77
i POS98/37 50 1,3 1,244 0,28 5642 72,29
Igo
o _POS98137 50 15,6 0,419 0,09 17,86 91,07 85,36
MB n estéril
POS98/37 50 15,7 0,347 0,07 1458 9271
- CCB 020 6,0 1,94 0,27 5470 72,65
|
CCB 020 ; 17; 1 19 ré 81,2 75,98
MB estérif CCB 02 6,0 9 343 0,1 37,44 8
CCB 020 6,0 216 1,846 0,26 51,99 74,01
g CCB 020 6.0 11,3 0,347 0,07 1458 92,71
nai
% ceBoz20 6,0 15,6 0,692 0,15 3029 84,86 72,52
MB n estéril
CCB 020 6,0 15,7 0,263 0,05 10,76 9462
- PSC94/03 50 17,6 0,685 0,09 1841 90,79
I
. PSC94/03 50 239 3,476 0,50 99,12 5044 65,07
MB estéril
PSC94/03 50 175 3232 0,46 9206 5397
W “PSC94i03 60 163 0,052 0,01 1,15 9943
Igo
% psc asi03 6,0 14 1,262 0,28 56,24 71,88 72,44
MB n estéril )
PSC94/03 6,0 16,8 0,15 0,03 5,61 97,19

corante indigo / 686 nm y=0,04842+6,91645x meio basal estéril e y=0,02674+4,3932x meio n&o estéril
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APENDICE 3

Tabela 30. Avaliagdo da atividade de peroxidase nos substratos colonizados e
respectivos controles nos diferentes tempos de avaliagdo durante o periodo de
incubacao.

Amostal
periodo NF NF |Ft10-
de |Repetiches| t10 ’fb;“ '1‘;50 ib‘g to40| 10 m UL | Média | DP cV
avaliagio Abs Abs | Abs
(dias)
11 | 045 0,069 | 0,36 | 0,36 | 0,381 | 0 | 0,381 25,918
Controle

7 1.2 0,491| 0,06 |0,397|0,361| 0,431 |0,036| 0,395 |26,871| 22,925 | 6,028 26,29422
1.3 0,416] 0,062 |0,478|0,359| 0,354 |0,119( 0,235 |15,986

PSC 2.1 [0,608] 0,067 [0,319]0,145| 0,541 |0,174| 0,367 |24,966
94/03 22  |0,673] 0,057 [0,389/0,147| 0,616 |0,242] 0,374 |25,442| 24,875 | 0617 | 2481433

7 23 0,668| 0,081 {0,384/0,153| 0,587 [0,231| 0,356 {24,218
CCB 020 3.1 0,641| 0,104 |0,387|0,216| 0,537 |0,171| 0,366 |24,898
7 3.2 0,588 0,103 |0,454/0,225| 0,485 |0,229| 0,256 [17,415| 21,066 | 3,745 17,77668

3.3 0,64 | 0,131 |0,434{0,232| 0,509 |0,202| 0,307 |20,884

1.1 0,551{ 0,088 {0,372(0,057| 0,463 |0,315| 0,148 {10,068

Controle

by 12 |0,61]0,1170,381]0,059| 0,483 |0,322| 0,171 |11.633] 10,590 | 0,903 | 8530443
13 |0,536] 0,097 |0,355]0,064| 0,439 |0.291] 0,148 [10.068
PSC |24 |0.565| 0,096 |0,441]0.027| 0467 [0.414] 0.053 | 3.605

94/03 | 22  |0,598| 0,072 |0,508] 0,03 | 0,526 |0,478] 0,048 | 3.265 | 2494 | 1639 | 657003
4 2.3 |0,586| 0,087 [0,525/0,035] 0,499 | 0,49 | 0,009 | 0,612
31 |0.756] 0,102 |0,553|0,060| 0,654 |0,484] 0.17 |11.565

CC8 02035 [0,762] 0,097 [0,503]0,065] 0,665 [0,436] 0,227 [15.442| 14263 | 2343 | 1642750

33 0,755 0,1 |0,479{0,056| 0,655 |0,423| 0,232 (15,782

Legenda: NFt10 = extrato n3o fervido, apés 10 minutos para reagiio; NFt0 = extrato nao fervido no inicio, antes da
reacdo; Ft10 = extrato fervido, ap6s 10 minutos para reagdo; Ft0 = extrato fervido no inicio, antes da reagao; D.P>
= desvio padrdo da meédia; C.V. = coeficiente de variagio; Abs = absorbancia (nm); PSC 94/03 e CCB 020 =
linhagens de Pleurotus sajor-caju.
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Tabela 30 (continuagdo). Avaliacao da atividade de peroxidase nos substratos
colonizados e respectivos controles nos diferentes tempos de avaliagao durante o
periodo de incubagao.

Controle| 1.1 | 0,52 [0,095[0,543[0,072] 0,425 [0,471]-0,046 [ -3,129
Tempo| 1.2 |0,551(0,103| 0,55 [0,098] 0,448 [0452(-0,004 [-0272| -1,383 | 1531 | -110665

3 13 [0,564(0,117[0,559(0,101| 0,447 (0,458 | -0,011 | -0,748
psc | 21 [0584(0,066(0,495]/0,046| 0,518 [0,449| 0,069 | 4,694
94/03 | 22 |0,525/0,086(0,486(0,059( 0439 [0,427] 0,012 | 0,816 | 3696 | 2,533 | 6852791
21 23 | 059 [0,065]|0,494|0,051] 0,525 [0,443| 0,082 | 5578
cce | 31 [0613/0,088(0,507] 0,07 | 0,525 0,437 | 0,088 | 5,986
020 32 |0601/0088]0435/0,061| 0,513 0,374 0,139 | 9456 | 9048 | 2879 | 31,81971
21 33 |0,604|0,089|0,405(0,062| 0,515 |0,343| 0,172 | 11,701
11 |0,547{0,111[0,523[0,053| 0,436 | 0,47 |-0,034 | -2,313
12 |0,571| 0,13 |0,509|0,061 | 0,441 [0,448|-0,007 |-0476 | -1655 | 1,023 | -61,8262
13 |0,608/|0,127]0,595(0,082| 0,481 |0,513|-0,032 | -2,177
psc | 21 ]0577/0,085(0,526]0,041] 0,492 [0,485| 0,007 | 0,476
94/03 | 22 |0,576/0,087|0,475/0,038| 0,489 {0,437 0,052 | 3537 | 2562 | 1,808 | 7055823
T30 23 |0,585/0,077|0,515|0,061| 0,508 | 0,454 | 0,054 | 3673

Controle
30

cce | 31 |0,587/0,108(0,504[0,069| 0,479 | 0,435 0,044 | 2,993
020 | 32 [0574]/0,092]0506/0,078| 0,482 (0428 | 0,054 | 3673 | 4467 | 1993 | 4461522
30 33 |0,577/0,095]0,469[0,086| 0,482 | 0,383 | 0,099 | 6,735

Legenda: NFt10 = exirato ndo fervido, apos 10 minutos para reagdo; NFt0 = extrato n&o fervido no inicio, antes da
reagdo; F110 = extrato fervido, apés 10 minutos para reagio; Ft0 = extrato fervido no inicio, antes da reagdo; D.P>
= desvio padrao da media; C.V. = coeficiente de variagéo; Abs = absorbéncia (nm); PSC 94/03 e CCB 020 =
linhagens de Pleurotus sajor-caju.
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Tabela 31. Avaliagdo da atividade de lignina peroxidases nos substratos colonizados
e respectivos controles nos diferentes tempos de avaliagdo durante o periodo de
incubacao.

Amostra/
periodo de ] NF NF t10- | F t10- .
avaliagio Repeticoes t0 NF tO| F t10| F tO 10 0 NF-F | U/L |Média| D.P CV
{dias)
1.1 2,333 (2,36 |2,234(2,276| -0,027 |-0,042 (0,015/0,269
Controle

- 12 |2277[2,331]2,203[2,261] -0,054 |-0,058 |0,004]0,072| 0,108 |0,147|136,4225
13 |2268(2304/2219[2254| 0,036 |-0,035 | oo fo oo

21 [ 1,22 '1,215[1,067|1,091] 0,005 |-0,024[0,029]0,520
22 ]1,214[1.191[1,081[ 1,11 0,023 [-0,029 |0,0520,932] 0,693 |0,214|30,85436
23 [1,201] 1,2 [1,067[1,101] 0,001 |-0,034 [0,035|0,627
31 | 1425[1463[1,334|1,378] 0,028 |-0,044 0,060,287
CCB 020 32 _|13971,428]1,356[1,392| 0,031 |-0,034|0,003|0.054| , 080242506 3657

PSC &4/03

7 —t—
33 [1.385| 142 1.368[1.392| -0035 | 0,024 |0 [0 -
11 |2204[2207]2.163(2:112) 0,083 | 0081 [ ol ool
Coritrole 12 |2.225[2,297|2,158(2,197| 0,072 | 0039 | = | - . |. 7 los71|496739
14 : 225 |2.297/2,158/2, : 039 |5 033| 0,591/ 1,350 % *
13 | 2197 |2351/2.182[2.247| -0.154 |-0085 | sl oo
21 | 1,026|1,046|0,936|0,992| 0,02 |-0.056 |0.036]0.645
PSC 94103 22 |1.011 [1,045(0.959 099 | -0.034 | 0031 | 50 o 5| 0.167(0.414|247.6677
23 [0.0951,043(0.964/1.007| 0048 [00a3[ o | -
s 31 |1,228(1,261(1,371]1,404] 0,033 | 0.033| 0 [0.000
i 32 [1,227[1,234]1,341] 1,39 | 0,007 | 0,040 |0,042|0,753] 0,484 0,420/86,78055

33 1,257 |1,291/1,326(1,399| -0,034 |-0,073 |0,039|0,699
Legenda: NFt10 = extrato n&o fervido, ap6s 10 minutos para reacgao; NFt0 = extrato nao fervido no inicio, antes da
reagao; F110 = extrato fervido, apos 10 minutos para reacao; F0 = extrato fervido no inicio, antes da reacado; D.P>
= desvio padrdo da média; C.V. = coeficiente de variagio; Abs = absorbancia (nm); PSC 94/03 e CCB 020 =
linhagens de Pleurotus sajor-caju.

186




Tabela 31 (continuacao). Avaliacao da atividade de lignina peroxidases nos
substratos colonizados e respectivos controles nos diferentes tempos de avaliagao
durante o periodo de incubagao.

11 [1,919]1,947|1,971| 1,988 -0,028 |-0,017] -0,011 | -0,197
12 | 19 [1,968]1,947]1,969|-0,068 |-0,022| -0,046 | -0.824 | -0687 | 0438 | -63,7042
1.3 [1,931]1,993 (1,962 | 1,966 | -0,062 |-0,004| -0,058 | -1,039
PSC 21 [1,251(1,296|1,1811,223| -0,045 |-0,042| -0,003 | -0,054
94/03 | 22 [1,242]1,288]1,215(1,246|-0,046 [-0,031|-0,015|-0,269 | 0,018 | 0271 | -1509,97
21 23 [1,216(1,256]1,201[1,256| -0,04 |-0,055| 0,015 | 0,269

Controle
21

cce | 31 [1535[1,555(1,535[1,571] -0,02 [-0,036] 0,016 | 0,287
020 32 [1,53[1,557] 1,56 [1,612]-0,027 [-0,052| 0,025 | 0,448 | 0,358 | 0,082 | 2291288
21 33 |[1,522(1,553[1,554|1,604|-0,031 | -0,05| 0,019 | 0,341
11 | 1,95 [2,032]1,973|2,032-0,082 [-0,059 -0,023 | -0,412
Controle| 1.2 |1,957|2,0061,936(2,001]-0,049 [-0,065| 0,016 | 0,287 | 0323 | 0570 | -176,646

30 13 [1,873]1,9951,939|2,014 | -0,122 |-0,075| -0,047 | -0,842

PSC 21 |1,446| 1,48 |1,387|1,418|-0,034 |-0,031| -0,003 | -0,054
04/03 2.2 1,3% 1,436 1,351 1,371 '0.08? '0,02 -0.%7 -1,201 -0,413 0,678‘ “162,198

30 23 |1,416]1.481|1,354|1,419-0,065 |-0,065 'Z%E‘ 0,000

ccB 31 |2,132/2,189]2,162| 2,23 |-0,057 |-0,068| 0,011 | 0,197
020 32 |2,092/2.143]|2,116] 2,23 | -0,051 |-0,114] 0,063 | 1,129 | 0681 | 0467 | 68,57271
30 33 [2,115/2,183| 2,13 [2,238|-0,068 |-0,108| 0,04 | 0,717

Legenda: NFt10 = extrato ndo fervido, ap6s 10 minutos para reagdo; NFt0 = extrato ndo fervido no inicio, antes da
reagio; Ft10 = extrato fervido, apés 10 minutos para reagdo; Ft0 = extrato fervido no inicio, antes da reagao; D.P>
= desvio padrdo da média; C.V. = coeficiente de variagdo; Abs = absorbancia (nm); PSC 94/03 e CCB 020 =
linhagens de Pleurotus sajor-caju.
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Tabela 32. Avaliagio da atividade de lacase nos substratos colonizados e
respectivos controles nos diferentes tempos de avaliacdo durante o periodo de

incubacao.
Amostra/|
P(g;[aoc;o Repetigdes| i | NF10 | Ft10 | Fto NP P Ner | L |Meda| DP | cv
S
11 |0468] 0,061 | 0,332 | 0,034 | 0,407 | 0,298 | 0,109 | 5.590
Comrlel” 12 [0444] 0,049 | 0,301 | 0,04 | 0,385 | 0267 | 0.134 [ 6872 | 5607 | 1.256 | 22.41000
13 [0441] 0,056 | 0,34 | 0,04 | 0,385 | 0.3 | 0085 | 4350
PSC 21 [1437] 0,134 | 0,349 | 0,019 | 1,303 | 0.33 | 0,973 [49,897
94/33 22 1,648| 0,105 | 0,426 | 0,035 | 1,543 0,391 | 1,152 | 59,077 | 56,239 | 5,502 |9,783788
7 23 |1647[ 0,091 | 0,419 | 0,028 | 1,656 | 0,391 | 1.165 | 59,744
ooB 31 |0844] 0,179 | 0,349 | 0,027 | 0,665 | 0,322 | 0,343 | 17.590
020 32 (1217|0217 | 0,383 | 0,041 1 | 0,342 | 0,658 | 33,744 | 31453 | 12,872 | 40,9237
7 33 1.41 | 0,219 | 0,396 | 0,044 | 1,191 | 0,352 | 0,839 | 43,026
1.1 |0536] 0,088 | 0431 | 0,041 | 0,448 | 0,39 | 0,058 | 1,487
Controlel 42 [0,508] 0,006 | 0,46 | 0,049 | 0,412 | 0,417 10,001 | 0.025 0,769 | 0,731 | 95,04385
1.3 |[0507] 0,095 | 0425 | 0,044 | 0,412 | 0,381 | 0,031 | 0,795
PSC 21__|0,719] 0,093 | 0,531 | 0,041 | 0,626 | 0,49 | 0.136 | 3.487
94/03 | 22 [073]0075] 0516 | 0,061 | 0655 | 0455| 02 | 5128 | 4.718 | 1,085 | 23.00653
14 23 0,73 | 0,072 | 0,486 | 0,044 | 0,658 | 0,442 | 0,216 | 5,538
CCB | 31 [1.426] 0,138 | 0,381 | 0,031 | 1,288 | 0.35 | 0,938 | 24,051
020 32 [1,422| 0131 | 0,37 | 0,038 | 1,201 | 0,332 | 0,959 | 24,590 | 23.436 | 1,556 |6,637992
14 33 1,352 0,135 | 0,415 | 0,043 | 1,217 | 0,372 | 0,845 | 21.667

Legenda: NFt10 = extrato néio fervido, ap6s 10 minutos para reacao; NFt0 = extrato nao fervido no inicio, antes da
reacdo; F10 = extrato fervido, apés 10 minutos para reagdo; Ft0 = extrato fervido no inicio, antes da reagao; D.P>
= desvio padrdo da média; C.V. = coeficiente de variagio; Abs = absorbancia (nm); PSC 94/03 e CCB 020 =
linhagens de Pleurotus sajor-caju.
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Tabela 32 (continuagdo). Avaliagdo da atividade de lacase nos substratos
colonizados e respectivos controles nos diferentes tempos de avaliagdo durante o
periodn de incubacao.

11 |0494] 0,094 | 0,505 | 0,077 | 0,4 | 0,428 | 0,028 | 0,718
C°g‘1r°'e 12 |0483| 0,129 | 0,514 | 0,065 | 0,354 | 0,449 | -0,095 | 2,436 | -1,171 | 1,110 | -94,8034

13 |0,494| 0,095 | 0,488 | 0,075 | 0,399 | 0,413 | 0,014 | 0,359
PSC | 21 |0837| 0,092 | 049 | 0,035 | 0,745 | 0,455 | 029 | 7,436
94/03 | 22 |0817] 0,101 | 0,451 | 0,039 | 0,716 | 0,412 | 0,304 | 7.795 | 8,162 | 0,964 | 11,81391
21 23 |0837| 0,088 | 046 | 0,072 | 0,749 | 0,388 | 0,361 | 9,256

cce | 31 [1,101] 0,095 | 0477 | 0,046 | 1,006 | 0,431 | 0,575 | 14,744
020 32 [1,057| 0,107 | 0471 | 0,07 | 095 | 0,401 | 0,549 | 14,077 | 14,333 | 0,359 |2,504472
2 33 [1,036| 0,095 | 044 | 0,052 | 0,941 | 0,388 | 0,553 | 14,179

Controlel 44 |0,543| 0,093 | 0,302 | 0,045 | 045 | 0257 | 0,193 | 4,049

30
12 |0583| 0,121 | 0451 | 0,067 | 0,462 | 0,384 | 0,078 | 2,000 | 1880 | 3.130 | 166,4549
13 |0544 0,104 | 0,544 | 0,053 | 0.44 | 0,491 | -0,051 | -1,308

PSC 21 | 074 | 0073|0524 | 0044 | 0667 | 048 | 0,187 | 4,795
94/03 | 22 [0,715| 0,081 | 0,511 | 0,036 | 0,634 | 0,475 | 0,159 | 4,077 | 3,615 | 1,466 |40,54356
30 23 |0651| 0,009 | 0508 | 0,033 | 0,552 | 0,475 | 0,077 | 1,974

cce | 31 |0909] 0,105 | 0,484 | 0,039 | 0,804 | 0,445 | 0,359 | 9,205
020 32 (0938| 0,108 | 0,486 | 0,082 | 0,83 | 0,404 | 0,426 | 10,923 | 9,487 | 1,318 | 13,88937
30 33 |0,866| 0,104 | 0,481 | 0,044 | 0,762 | 0,437 | 0,325 | 8,333

Legenda: NFt10 = exirato ndo fervido, ap6s 10 minutos para reagdo; NFt0 = extrato n&o fervido no inicio, antes da
reacdo; F110 = extrato fervido, ap6s 10 minutos para reagéo; Ft0 = extrato fervido no inicio, antes da reacao; D.P>
= desvio padrdo da média; C.V. = coeficiente de variagdo; Abs = absorbancia (nm); PSC 94/03 e CCB 020 =
linhagens de Pleurotus sajor-caju.
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Tabela 33. Avaliagdo da atividade de manganes peroxidase nos substratos
colonizados e respectivos controles nos diferentes tempos de avaliacao durante o

periodo de incubacgao.

Amostral| . NP I NFto | Ftio | Fro |NFUO[FHO-T o o . 5
pmmRmm;gmmm&A&mmmmao cV
1.1 [0,372]| 0,334 [ 0,333 | 0,285 | 0,038 | 0,048 | -0,01 | -0,448
C"”?"‘"e 12 10368/ 0,335 | 0,36 | 0,309 | 0,033 | 0,051 | -0,018 | -0,807 | -0,747 | 0,274 | -36,6606
13 [0~ 103390331 0284 | 0,025 | 0,047 |-0,022 | -0.987
PSC 21 |C 0105 [ 0,147 | 0,088 | 0,438 | 0,059 | 0,379 | 16,996
94/03 22 0537|0108 | 0,147 | 0,089 | 0,429 | 0,058 | 0,371 | 16,637 | 16,726 | 0.237 | 1.418633
7 23 |0529[ 0,102 | 0,145 | 0,087 | 0.427 | 0,058 | 0,369 | 16,547
CCB 31 [0616] 0,16 [ 0,193 | 0,146 | 0,456 | 0,047 | 0,400 | 18,341
020 32 105850158 [ 0,19 | 0,137 | 0,428 | 0,053 | 0,375 | 16,816 | 17,818 | 0,868 | 4,869387
7 33 |0621][0,163 ] 0,197 | 0,147 | 0,458 | 0,05 | 0,408 | 18,296
Controle |11 [0422] 0,39 [ 0,405 | 0364 | 0,032 | 0,041 |-0,009| -0,404
i 12 04 | 0,38 0409 [ 0,368 | 0,02 | 0,041 |-0,021] -0,942 | -0,628 | 0,280 | 44,6071
1.3 [ 04. 03980413 0,379 | 0,022 | 0,034 | -0,012 | -0.538
PSC 2.1 |0.429] 0,038 [ 0,099 | 0,043 | 0,391 | 0,056 | 0,335 | 15,022
94/03 22 0437|0037 [ 0,102 [ 0,045 | 04 | 0,057 | 0,343 | 15,381 | 15,142 | 0.207 | 1.367858
14 23 042 | 0,03 | 0,102 | 0,047 | 0,39 | 0,055 | 0,335 | 15.022
CCB 31  [0.795[ 0,151 | 0,197 | 0,141 | 0,644 | 0,056 | 0,588 | 26,368
020 32 |0,768] 0,152 | 0,203 | 0,146 | 0,616 | 0,057 | 0,559 | 25,067 | 26,368 | 1,300 | 4,931973
14 33 |0807| 0,15 | 0,198 | 0,158 | 0,657 | 0,04 | 0,617 | 27.668

Legenda: NFt10 = extrato n&o fervido, apés 10 minutos para reagdo; NFt0 = extrato n&o fervido no inicio, antes
da reagdo; Ft10 = extrato fervido, apés 10 minutos para reagdo; Ft0 = extrato fervido no inicio, antes da reaco;
D.P> = desvio padrdo da média; C.V. = coeficiente de variacdo; Abs = absorbancia (nm); CCB 020 e PSC 94/03
= P. sajor-caju.
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Tabela 33 (continuagéo). Avaliagdo da atividade de manganes peroxidase nos
substratos colonizados e respectivos controles nos diferentes tempos de avaliagdo

durante o periodo de incubacéo.

| 11 J0477]0375 [ 0,399 [ 0,356 | 0,102 | 0,043 [ 0,059 | 2,646
C°;'1’°“’ 12 [0411| 0,375 | 0,403 | 0,362 | 0,036 | 0,041 | -0,005 | -0,224 | 0,568 | 1,816 | 319,745
13 [0413] 0,383 | 0,405 | 0,359 | 0,03 | 0,046 | 0,016 | 0,717
psc | 21 [0291] 0031|0096 | 0034 | 026 | 0,062 | 0,198 | 8,879
94/03 | 22 (0305|0027 [ 0,095 | 0,034 | 0,278 [ 0,061 | 0217 | 9,731 | 8,685 | 1,156 | 13,30878
21 23 (0252|0031 | 0,09 | 0,035 | 0221 | 0,055 | 0,166 | 7,444
cce | 31 [0366] 0077 | 0,141 [ 0,083 | 0,289 | 0,058 | 0,231 | 10,359
020 32 [0,392] 0,073 [ 0,136 | 0,084 | 0,319 | 0,052 | 0,267 | 11,973 | 11,450 | 0,945 | 8,255567
21 33 [0407| 0081 | 0,144 | 0,086 | 0,326 | 0,058 | 0,268 | 12,018
°°'3‘t0'°'e 11 |0,346| 0307 | 0,342 | 0,295 | 0,039 | 0,047 |-0,008 | -0,359 | -0.239 | 0,504 | 210,746
12 [0344| 0,301 | 0,347 | 0,289 | 0,043 | 0,058 | -0,015 | -0,673
13 |0,346| 0,301 | 0,337 | 0,299 | 0,045 | 0,038 | 0,007 | 0,314
psc | 21 [0192] 0,03 [ 0,093 | 0,028 | 0,162 | 0,065 [ 0,097 | 4,350
94/03 | 22 |[0,197| 0,03 | 0,086 | 0,025 | 0,167 | 0,061 | 0,106 | 4,753 | 4,649 | 0,263 |5,652217
30 23 |0,195( 0,029 | 0,086 | 0,028 | 0,166 | 0,058 | 0,108 | 4,843
CCB | 31 [029| 0,08 | 0,149 | 0,085 | 0,216 | 0,064 | 0,152 | 6,816
03?00 32 |0,281]/ 0084 | 0,144 | 0,085 | 0,197 | 0,059 | 0138 | 6,188 | 6,114 | 0,743 | 12,14891
33 |0263| 0079 | 0,15 | 0,085 | 0,184 | 0,065 | 0,119 | 5,336

Legenda: NFt10 = extrato nao fervido, apés 10 minutos para reagdo; NFt0 = extrato ndo fervido no inicio, antes
da reagéo; Ft10 = exirato fervido, apés 10 minutos para reacéo; FI0 = extrato fervido no inicio, antes da reac3o;
D.P> = desvio padrio da média; C.V. = coeficiente de variagio; Abs = absorbancia (nm); CCB 020 e PSC
84/03 = P. sajor-caju.
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Salmonella Assay - AMOSTRA CONTROLE

Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE

Source/Batch/Lot:
Solvent: Y
Record No.: . Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 110/01 Technician:

Assay Type: Plate incorporation,
Strain: TA 98 Activation S9: -
Data File Name: A:\MODEL.SAL

JTS

Code Dose - counts - Mean S.D. Predicted
Linear

S 0.00 28 20 27 25.00 4.36 24.07
6.64 18 29 19 22.00 6.08 23.98
11.07 18 24 27 23.00 4.58 23.92
63.10 28 16 22.00 8.49 23.20
12731 15 29 37 2700 11.14 22:31
630.99 13 17 15 15.00 2.00 15.33

N 0.00 23 27 15
P 0.05 3358 3412 3033

S: Negative control for use in analysis (DMSO)
N: Negative control not used in analysis
P: Positive control not used in analysis 2-NITROFLUORENE
P-value for ANOVA test of dose response is 0.206
ANOVA test is not significant. Other significant results
should be viewed with caution.
An acceptable model is Linear with pval = 0.768

Estimate of the slope is = -0.013859
Standard error of the slope is = 0.005282 .
90% confidence limits for the slope are <-0.023345, -0.004373>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.988
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 1 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
110/01

Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE

Tester Strain: TA 98
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O = Cbserved; * = Predicted.
The predicted values are based on Linear model.
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Salmonella Assay

Test Sample Name: AMOSTRZ CONTROLE

Source/Batch/Lot:
Solvent: DMSO
Record No.: 2 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 110/01 Technician: JTS
Assz_ Type: Plate incorporation,
Strain: TA 100 Activation S9: -
Data File Name: A:\MODEL.SAL
Code Dose - counts - Mean S.D. Predicted
Linear
] 0.00 155 171 135 153.67 18.04 144.12
6.64 121 96 138 118.33 21.13 143.18
11.07 153 156 132 147.00 13.08 142.55
63.10 148 153 139 146.67 7.09 135.22
127.31 140 122 152 138.00 15.10 126.16
630.99 60 75 28 54.33 24.01 5512

N 0.00 167 168 154
P 0.05 2925 3260 3130

S: Negative control for use in analysis (DMSO)

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis SODIUM AZIDE
P-value for ANOVA test of dose response is 0.000
An acceptable model is Linear with pval = 0.287

Estimate of the slope is = -0.141044
Standard error of the slope is = 0.015965

90% confidence limits for the slope are <-0.16949%9, -0.112588>.

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 2 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
110/01

Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE

Tester Strain: TA 100
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C = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Linear model.
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Salmonella Assay

Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE

Source/Batch/Lot:

Solvent: DMSO

Record No.: 3 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 110/01  Technician: JTS
Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 98 Activation S9: + rat liver aroclor 0.5 mg/plate

Data File Name: A:\MODEL.SAL

Code Dose - counts - Mean 5.D. Predicted
Linear

S 0.00 42 23 22 28.00 11.27 32.90
6.64 23 33 31 29.00 5.29 32.77
11.07 42 35 33 36.67 4,73 32.69
63.10 34 33 28 31.67 3.21 31.75
127.31 43 47 33 41.00 7.21 30.58
©630.99 15 29 18 20.67 T 27 21.42

N 0.00 28 22 28
p 0.05 2210 2123 1755

S: Negative control for use in analysis (DMSO)
N: Negative control not used in analysis
P: Positive control not used in analysis 2-aminoanthracene
P-value for ANOVA test of dose response is 0.057
ANOVA test is not significant. Other significant results
should be viewed with caution.
An acceptable model is Linear with pval = 0.241

Estimate of the slope is = -0.018185 .
Standard error of the slope is = 0.006231
90% confidence limits for the slope are <-0.029291, -0.007079>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.994
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 3 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.: 110/01
Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE
Tester Strain: TR 98
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Linear model.
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Salmonella Assay

Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE

Source/Batch/Lot:

Solvent: DMSO

Record No.: 4 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 110/01 Technician: JTS
Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 100 Activation S$9: + rat liver aroclor 0.5 mg/plate

Data File Name: A:\MODEL.SAL

Code Dose . counts - Mean S.D. Predicted
Linear

S 0.00 165 162 107 144.67 32.65 154.10
6.64 158 163 158 160.00 2.65 153.81
11.07 165 137 264 188.67 66.73 1535 61
63.70 148 153 150.50 3.54 151.33
L2731 126 119 142 129.00 11.79 148.51
630.99 951 B 143 130 130.00 13.00 126.37

N 0.00 159 186 157
P 0.05 3000 3412

S: Negative control for use in analysis (DMSO)
N: Negative control not used in analysis
P: Positive control not used in analysis 2-aminoanthracene
P-value for ANOVA test of dose response is 0.260
ANOVA test is not significant. Other significant results
should be viewed with caution.
An acceptable model is Linear with pval = 0.323

Estimate of the slope is = -0.043940 .
Standard error of the slope is = 0.028631
90% confidence limits for the slope are <-0.095356, 0.007477>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.923
Note: Smaller P-value means more positive dose response

198




Salmonella Assay

Record No.: 4 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
110/01

Test Sample Name: AMOSTRA CONTROLE
Tester Strain: TA 100
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Linear model.
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Salmonella Assay — PSC 94/03

Test Sample Name: PSC 94/03

Source/Batch/Lot:

Solvent: DMSO

Record N~ : 1 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 111/00 Technician: JTS
Assay T, Pl: e incorporation,

Strain: TA 98 Activation S9: + rat liver aroclor 0.5 mg/plate

Data File Name: a:\model.sal

Zode Dose -— counts - Mean S.D. Predicted
LintoxZ
S 0.00 32 38 31 33.67 3.79 31.64
5.00 28 39 32 33.00 5.57 37.48
10.20 48 44 41 44 .33 3.51 43.28
50.00 87 104 124 105.00 18.52** 87.59
100.00 140 102 129 123.67 19.55%* 132.61
500.00 15 39 51 35.00 18.33 35.88

N 0.00 49 48 38
P 0.05 1690 2578 2708

Note: ** = significant at 1%; *significant at 5%

S: Negative control for use in analysis (DMSO)

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis 2-RMINOANTHRACENE
P-value for ANOVA test of dose response is 0.000
An acceptable model is Lintox2 with pval = 0.373

Estimate of the slope is = 1.169158
Standard error of the slope is = 0.149717
90% confidence limits for the slope are <0.902309, 1.436007>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.000
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Record No.: 1
Test Sample Name: PSC %4/03
Tester Strain: TA S8

Experiment Date: 04/24/01

Salmonella Assay

Experiment No.: 111/00
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Lintox2 model.
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Salmonella Assay

Test Sample Name: PSC 94/03

Source/Batch/Lot:

Solvent: DMSO

Record No.: 2 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 111/00 Technician: JTS
Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 100 Activation S9: + rat liver aroclor 0.5 mg/plate

Data File Name: a:\model.sal

Code Dose - counts - Mean S.D. Predicted
S 0.00 37 126 131 118.00 18.36
.00 387 353 320 353.33 33.50**
+0.00 125 159 127 137.00 18.08
50.00 154 169 129 15067 20.21
100.00 137 198 155 161.33 33.95
500.00 78 106 113 93.00 18.52

N 0.00 121 118 121
P 0.05 5395 4268 4116

Note: ** = significant at 1%; *significant at 5%

S: Negative control for use in analysis (DMSO)

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis 2-AMINCANTHRACENE
No acceptable model found

Analysis of variance

source Ss DF F-val prob
Between doses 2754.98 5 14T 0.000
Within doses 358.05 12
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Salmonella Assay
Record No.: 2 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
111/00

Test Sample Name: PSC 94/03
Tester Strain: TA 100
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Anova mcdel.
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Salmonella Assay

Test Sample Name: PSC 94/03

Source/Batch/Lot:

Solvent: DMSO

Record No.: 3 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 111/00 Technician: JTS
Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 98 Activation S9: -

Data File Name: A:\MODEL.SAL

Code "nse —— counts i Mean S5.D. Predicted
Bernstein
s ¢.00 13 15 16 14.67 153 14.27
5.00 22 26 15 21.00 5.57 22.35
10.00 30 35 30 31.67 2.89** 30.42
50.00 41 36 37 38.00 2.65%*
100.00 126 106 132 121.33 13.61**
500.00 35 30 28 31.00 3.61%*

N 0.00 20 15 18
P 0.05 3900 4073 4420

Note: ** = significant at 1%; *significant at 5%

S: Negative control for use in analysis (DMSO)

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis 2-NITROFLUORENE
P-value for ANOVA test of dose response is 0.000
An acceptable model is Bernstein with pval = 0.929
Berstein model used the first 3 doses

Estimate of the slope is = 1.614615
Standard error of the slope is = 0.276502
90% confidence limits for the slope are <1.121789, 2.107441>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.000
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 3 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
111/00

Test Sample Name: PSC 94/03

Tester Strain: TA 98
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Bernstein model.



Test Sample Name: PSC
Source/Batch/Lot:
Solvent: DMSO

Record No.: 4 Exp.

Salmenella Assay

94/03

Date: 04/24/01 Exp. No.: 111/00 Technician: JTS

Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 100

Activation S9: -

Data File Name: a:\model.sal

Code Dose -~ counts - Mean S.D. Predicted
Lintoxl
s 0.00 131 144 137 137.33 6.51 138.72
5.00 129 129 130 129.33  0.58 143.10
10.00 133 146 195 158.00 32.70 147.30
50.00 192 258 199 216.33 36.25* 174.60
100.00 193 133 199 175.00 36.50 195.68
500.00 167 114 167 149.33 30.60 147.80
N 0.00 94 107 112
P 0.05 3546 4640 4030

“ote: ** = significant at 1%; *significant at 5%

S: Negative control

for use in analysis (DMSO)

N: Negative control not used in analysis
P: Positive control not used in analysis SODIUM AZIDE

P-value for ANOVA test
An acceptable model is

Estimate of the slope
Standard error of the
90% confidence limits

P-value for the

of dose response is 0.035
Lintoxl with pval = 0.094

is = 1.372848
slope is = 0.356668
for the slope are <0.737137, 2.008558>.

test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.001

Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 4 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
111/00

Test Sample Name: PSC 894/03

Tester Strain: TA 100

|

| 0

| Fhrkhkrhdhthitih

] ** *kk*

+ * % O * % %Kk

i * * k&

Io* * % %k
c ¥ O**
o] O ®
u 120 +
n |
t |
s |

|

+

|

|

[

|

0 + t —f————t s s 3 b ———
o] 140 280 420
Dose (mg)

O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Lintoxl model.
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Salmonella Assay - CCB 020

Test Sample Name: CCB 020

Source/Batch/Lot:

Sclvent: DMSO

Record No.: 1 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 112/00 Technician: jts
Assay Typs Plate incorporation,

Strain: TA 98 Activation S9: -

Data File Name: a:\model.sal

Code Dose - counts - Mean S.D. Predicted
Lintoxl
s 0.00 14 19 17 16.67 2.52 19.78
5.00 23 20 25 22.67 2.52 20.37
10.00 27 19 33 26.33 7.02 20.94
50.00 21 25 22 22.67 2.08 24.94
100.00 28 24 37 29.67 6.66 28.73
500.00 32 35 29 32.00 3.00%** 32.02

N 0.00 17 20 22
P 0.05 2881 2491

Note: ** = significant at 1%; *significant at 5%

S: Negative control for use in analysis DMSO

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis 2-NITROFLUORENE
P-value for ANOVA test of dose response is 0.006
An acceptable model is Lintoxl with pval = 0.065

Estimate of the slope is = 0.164420
Standard error of the slope is = 0.052840
90% confidence limits for the slope are <0.070239, 0.258600>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.005
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 1 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
112/00

Test Sample Name: CCB 020

Tester Strain: TA 98
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Salmonella Assay

Test Sample Name: CCB 020
Source/Batch/Lot:
Scolvent: DMSO

Record No.: 2 Exp. Date: 04/24/01 Exp. Nc.: 112/00 Technician:

Assay Type: Plate incorporation,
Strain: TA 100 Activation S59: -
Data File Name: a:\model.sal

jts

Code Dose - counts - Mean 5.D. Predicted
Bernstein
s 0.00 121 118 106 115.00 7.94 88.84
5.00 76 78 102 85.33 14.47 88.78
10.00 76 87 66 76.33 10.50 88.72
50.00 91 90 82 87.67 4.93 88.23
100.00 78 94 97 89.67 10.21 87.61
500.00 139 90 112 113.67 24.54

N 0.00 128 126 123
P 0.05 3575 3986 4745

S: Negative control for use in analysis DMSO

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis sodium azide
P-value for ANOVA test of dose response is (0.022
An acceptable model is Bernstein with pval = 0.052
Berstein model used the first 5 doses

Estimate of the slope is = -0.012281
Standard error of the slope is = 0.086988
90% confidence limits for the slope are <-0.167324, 0.142763>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.555
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 2 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
112/00

Test Sample Name: CCB 020

Tester Strain: TA 100
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O = CObserved; * = Predicted.
The predicted values are based on Bernstein model.
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Salmeonella Assay

Test Sample Name: CCB 020

Source/Batch/Lot:

Selvent: DMSO

Record No.: 3 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 112/00 Technician: jts
Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 98 Activation S9: + RAT LIVER AROCLOR 0.5mg/plate

Data File Name: a:\model.sal

Code Dose == counts - Mean S.D. Predicted
Linear

S 0.00 26 31 30 29.00 2.65 33.74
5.00 27 33 32 30.67 Be2Y 33.83
10.00 34 39 30 34.33 4.51 33,02
50.00 46 44 38 42.67 4.16%* 34.67
100.00 43 54 32 43.00 11.00 254,67
500.00 50 32 41 41.00 9.00 43.09

N 0.00 25 35 32
P 0.05 1600 2500 1348

Note: ** = significant at 1%; *significant at 5%

S: Negative control for use in analysis DMSO

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis 2AMINOANTRACENE
P-value for ANOVA test of dose response is 0.043
An acceptable model is Linear with pval = 0.070

Estimate of the slope is = 0.018708 .
Standard error of the slope is = 0.008508
90% confidence limits for the slope are <0.003544, 0.033872>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.024
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 3 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
112/00

Test Sample Name: CCB 020

Tester Strain: TA 98
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Linear model.
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Salmonella Assay

Test Sample Name: CCB 020

Source/Batch/Lot:

Solvent: DMSO

Record No.: 4 Exp. Date: 04/24/01 Exp. No.: 112/00 Technician: jts
Assay Type: Plate incorporation,

Strain: TA 100 Activation S9: + RAT LIVER AROCLOR 0.5mg/plate

Data File Name: a:‘\model.sal

Cede Dose s counts - Mean S.D. Predicted
Linear

] 0.00 94 103 101 89.33 4.73 87.99
5.00 89 105 122 105.33 16.50 88.53
10.00 73 91 92 85.33 10.69 89.07
50.00 106 64 71 80.33 22.50 93.41
100.00 83 76 118 92.33 22.50 98.83
500.00 140 128 176 148.00 24.98 142.20

N 0.00 97 118 116
P 0.05 4723 5070 5540

S: Negative control for use in analysis DMSO

N: Negative control not used in analysis

P: Positive control not used in analysis 2RMINOANTRACENE
P-value for ANOVA test of dose response is (0.030
An acceptable model is Linear with pval = (0.244

Estimate of the slope is = 0.108431
Standard error of the slope is = 0.031062
90% confidence limits for the slope are <0.053066, 0.163795>.

P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.002
Note: Smaller P-value means more positive dose response
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Salmonella Assay

Record No.: 4 Experiment Date: 04/24/01 Experiment No.:
112/00

Test Sample Name: CCB 020

Tester Strain: TA 100
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O = Observed; * = Predicted.
The predicted values are based on Linear model.
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