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RESUMO

Este trabalho descreve a a¢do de dois fungos basidiomicetos, Pleurotus
sajor caqju (020) e Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 na degradacdo dos
corantes naturais urucum hidrossoltuvel e carmim (dcido carminico); como também
a combinagdo destes com o corante urucum oleossoluvel; os corantes sintéticos new
coccine, orange G, chrome azurol S; a combinacdo destes e o efluente da industria
de corantes naturais CHR HANSEN. Além disso, estudou-se o sistema ligninolitico
envolvido nesses processos, a reducdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) do
efluente e dos meios de cultivo contendo os corantes, as analises de variagdes do
pH, e do peso seco em relagdo ao tempo de crescimento. Os fungos foram crescidos
em dois diferentes meios agitados: extrato de malte 0,5%, contendo 100 mg/L de
corante e no efluente bruto. As analises dos caldos de cultivo foram realizadas no
2° 4° 6° 8° 10° e 12° dias de crescimento. A descoloracdo dos meios de cultivos e
do efluente fo1 verificada atraves de espectrofotometria de varredura, variando-se o
comprimento de onda de 200 a 800 nm, € a degradacdo dos corantes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Todos os corantes foram
descolornidos em alguma extensdo pelos fungos estudados. A eficiéncia de remocéo
da cor variou de 50% a 100%. Ambos os fungos mostraram capacidade de
descoloragdo, sendo que Pleurotus sajor caju (020) foi capaz de descolorir,
eficazmente o efluente e os corantes naturais e sintéticos, individualmente ou em
combinagdo. N&o ocorreu descoloragdo do efluente por Phanerochaete
chrysosporium, mas obteve-se excelente descoloragdo dos corantes naturais

individualmente e dos corantes sintéticos individualmente ou em combinagéo.
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ABSTRACT

This work describes the degradative action of two basidiomycetes,
Pleurotus sajor caju (020) and Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, on the
following natural or synthetic dyes: a) hydro-soluble annatto (norbixin) b) carmim
(carminic acid); c) a combination of these with the fat-soluble annatto (bixin); d)
new coccine; e) orange G; f) chrome azurol S; g) a combination of these synthetic
dyes; h) effluent samples from the natural dye industry. In addition, the ligninolytic
system involved in these processes and the reduction in the chemical oxygen
demand (COD) of the effluent and of the cultivation medium containing dyes were
studied. The fungi were grown in two different agitated media: 0.5% malt extract,
containing 100 mg/L of different dyes, and in the raw industrial effluent. The
cultivation broths were analysed for pH, mycelium dry weight and COD on the 2™,
4™ 6% g% 10" and 12% days of growth. The decolorization of the culture media and
effluent was verified using spectrophotometry, in the wavelength range 200 to 800
nm, and the degradation of the dyes was investigated using high performance liquid
chromatography (HPLC). All the dyes were decolorised to some extent by the fungi
studied with the efficiency of the color removal varying from 50 to 100%.
Pleurotus sajor caju (020) was capable of efficiently decolorising the effluent and
the natural and synthetic dyes, individually or in combination. Effluent
decolorization was not observed with Phanerochaete chrysosporium, but this
fungus showed an excellent decolorization action on the natural dyes individually

and on the synthetic dyes individually or in combination.



I - INTRODUCAO

Ha muitas décadas, produtos quimicos industriais vém sendo
despejados no meio ambiente em grande escala. Muitos desses sdo
rapidamente degradados por microrganismos do solo e da agua, mas um
consideravel numero vem se acumulando no meio ambiente, por lentiddo dos
processos de degradac@o. O acumulo desses poluentes na biosfera pode criar
um “stress” ecoldgico o qual é, freqlientemente, apontado como causa de
contaminacgdes prejudiciais a saude humana.

Efeitos danosos aos organismos expostos as substincias veiculadas
pelos efluentes industriais e domésticos t€ém sido observados (CETESB,
1990). A poluicdo do meio ambiente, devido ao despejo de compostos
fenolicos provenientes de operagdes industriais, tornou-se comum em todo o
mundo (SAYADI & ELLOUZ, 1995). Os tratamentos convencionais de aguas
residuais como as lagoas aeradas e plantas de lodo ativado facilitam, mas nao
sdo capazes de remover completamente muitos dos poluentes organicos como,
por exemplo, os corantes. Os compostos corantes sdo resistentes a degradagao
microbiana e possuem alta estabilidade em relagéo a luz, devido a natureza de

suas estruturas geralmente contendo radicais aromaticos e heterociclicos.



Alguns desses compostos apresentam toxicidade, podendo causar grandes
prejuizos a saude dos seres vivos quando acumulados no meio ambiente.

Embora os métodos para a reducdo da demanda biologica de
oxigénio (DBO) da maioria dos efluentes sejam bem estabelecidos, os
corantes s&o mais dificeis de serem tratados por causa de sua origem sintética
e, principalmente, por serem estruturas moleculares aromaticas complexas.
Tais estruturas sdo freqiientemente construidas para resistirem ao
desbotamento, quando expostas ao sabdio, agua, luz ou agentes oxidantes.
Essas qualidades, embora desejadas para a finalidade a que sdo propostas,
tonam os corantes mais estaveis ¢ menos disponiveis a biodegradacio
(BANAT et al, 1996). A coloragdo do efluente estd relacionada a DQO
(demanda quimica de oxigénio), que representa a grandeza decisiva do residuo
orgénico nas aguas servidas e a colora¢do ¢ causada por parte desse residuo.

A cor € 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, uma vez que a presenga de quantidades muito pequenas de corantes na
agua (menos que 1 ppm para alguns corantes) ¢ altamente visivel e afeta o
mérito estético, a transparéncia da agua e a solubilidade dos gases em lagos,

rios € outros corpos d’agua.



Os poluentes ambientais, independente de sua origem quimica,
sintética ou natural, sdo liberados no ambiente em conseqiiéncia das atividades
agroindustriais. Esses compostos s@o conhecidos como xenobidticos que,
quando liberados no ambiente, podem ser degradados nas mais variadas
velocidades, dependendo das condigdes quimicas e fisicas e da natureza dos
microrganismos presentes. Podem, também, tornar-se imobilizados no solo ou
acumular-se na cadeia alimentar. Existem dois processos basicos envolvidos
na remoc¢ao de poluentes: degradacdo quimica e transformacgéo biolégica por
acdo microbiana (SEMPLE & FERMOR, 1995).

Desde muito tempo, os microrganismos sdo estudados com a
finalidade de remover compostos toxicos do ambiente. Os estudos de
degradacdo de compostos quimicos t€ém mostrado varios microrganismos
extremamente versateis em catabolizar moléculas recalcitrantes. A utilizagdo
de enzimas produzidas por microrganismos na degradacdo de xenobioticos
recalcitrantes tem sido amplamente estudada nos ultimos anos, mostrando-se
ser um processo eficiente (VYAS & MOLITORIS, 1995; DEY er al., 1994;
OLLIKA et al., 1993; DAVIS & BURNS, 1990).

Um dos materiais mais recalcitrantes e de dificil biodegradagéo € a
lignina. Esse ¢ o nome comum de um grupo de polimeros fenélicos, que

associados com a hemicelulose e a pectina preenchem o0s espacos entre as



fibrilas de celulose da madeira. Os caminhos atuais da biotecnologia indicam
os fungos basidiomicetos, degradadores de lignina, como eficientes na
degradagdo de grande variedade de compostos e de corantes, com alto
potencial de agdo na recuperagdo de ambientes contaminados (BARR &
AUST, 1994). O problema da remogdo da cor, em efluentes coloridos, tem
encorajado a busca de alternativas de tratamentos biolégicos para esse fim.

Os fungos que atacam a madeira e suas enzimas ligninoliticas
possuem um grande potencial aplicativo podendo ser utilizados para o
tratamento de materiais lignoceluldsicos, biopolpagdo, descoloracdo de
efluentes industriais, remocéo de compostos clorados de aguas residuais, etc.,
além de poderem degradar um grande numero de poluentes organicos.

Os fungos ligninoliticos de decomposi¢do branca, pertencentes a
classe dos basidiomicetos e alguns ascomicetos, degradam preferencialmente a
lignina da madeira, de maneira mais rapida e extensiva do que outros grupos
de microrganismos. Eles invadem o lumem das células vegetais, onde
secretam enzimas que irdo degradar a lignina e outros componentes
(HATTAKA, 1994).

As atitudes de preservar e manter o equilibrio ecoldgico caminham
no sentido de aprimorar as tecnologias de tratamento. A degradacdo de

corantes tem apresentado, nas ultimas décadas, a tendéncia de busca de



esclarecimentos dos mecanismos enzimaticos apontando uma variedade de
fungos que prometem “melhorar” o desenvolvimento de tratamentos eficazes

(BUMPUS, 1995).



II - REVISAO DE LITERATURA

2.1- Biodegradacao de lignina e corantes

Um composto orgénico € descrito como sendo biodegradavel, desde
que possa ser transformado por microrganismos ou outros mecanismos
biologicos resultando em mudangas e perdas nas caracteristicas e propriedades
quimicas originais. Na biodegradacéo primaria esta envolvida somente uma
mudanga estrutural minima na molécula original, podéndo ou ndo alterar suas
propriedades fisicas e quimicas. Para uma biodegradacdo aceitavel ¢é
necessario que ocorra quebra do composto onde os produtos resultantes
apresentam toxicidade minima ou em concentracdes abaixo das concentracdes
toxicas. O ideal € a mineralizagdo do composto a dioxido de carbono e agua,
portanto removendo-o completamente (SEMPLE & FERMOR, 1995).

Um dos compostos naturais mais recalcitrantes e de dificil
biodegradacdo € a lignina. Quimicamente, a lignina ¢ um polimero aromatico
tridimensional, composta de trés diferentes tipos de alcoois p-
hidroxicinamilicos. A quantidade relativa desses alcoois € que determina o
tipo de lignina e, desse modo, a rigidez do tecido vegetal (LEISOLA &

FIECHTER, 1985).



No estudo da fisiologia e genética da degradacdo da lignina, o
emprego de corantes em substituicao a substratos radiomarcados revelou que a
descoloracdo € consequéncia do metabolismo secundario do Phanerochaete
chrysosporium, que ocorre paralelamente a degradacdo da lignina. Isto
significa que o mesmo sistema de degradagdo da lignina ¢ responsavel pela
descoloragdo, sugerindo a possibilidade de empregar-se os fungos da podriddo
branca no tratamento de residuos das industrias de fabricacdo e de utilizagdo
de corantes (GLENN & GOLD, 1983).

Os corantes s@o liberados no meio ambiente através dos efluentes
provenientes de industrias de alimentos, de corantes, de cosméticos, de
farmacos e téxteis, as quais possuem como critério necessario para o uso desse
produto a alta estabilidade a luz e a lavagem e que sejam resistentes ao ataque
microbiano. Portanto, os corantes ndo sdo facilmente degradaveis e nfo sio
removidos da agua através dos sistemas convencionais de tratamento de
efluentes (CRIPPS ef al., 1990).

Os compostos corantes sdo usualmente aromaticos e heterociclicos e
freqiientemente recalcitrantes. Alguns deles sdo toxicos e carcinogénicos, 0
que nos mostra a fundamental importancia do desenvolvimento de métodos
para a descolorizacdo e degradagdo desses poluentes (VYAS & MOLITORIS,

19935).
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Inimeros trabalhos de degradacéo e descolorizagdo de corantes por
culturas ligninoliticas de fungos de decomposigéo branca tém sido reportados
(GOSZCYNSKI et al., 1994; HERNANDEZ et al., 1994; OLLIKA ef al.,
1993; PASTI-GRIGSBY er al, 1992; SPADARO et al, 1992). O
envolvimento das enzimas manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase
(LiP) tem sido demonstrado no ciclo de degradacdo de alguns desses
compostos (GOSZCYNSKI et al., 1994; SPADARO & RENGANATHAN,
1992).

Em 1990, DAVIS & BURNS relataram a capacidade do fungo
Phanerochaete chrysosporium de remover a cor ¢ de degradar compostos
toxicos de efluentes fenodlicos. Os fungos de decomposi¢do branca, mais
especificamente o basidiomiceto P. chrysosporium, tém sido amplamente
estudados com relacdo a descoloracdo de efluentes (KATAGIRI ef al., 1995;
SAYADI & ELLOUZ, 1995) ¢ degradacdo de corantes (OLLIKA ef al.,
1993; CRIPPS et al., 1990; BUMPUS & BROCK, 1988).

YOUNG & YU (1997) compararam oito corantes (incluindo indigo,
complexos metalicos, antraquinona e azo) € a descoloracdo causada por
Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor. Os autores sugerem que
varios fatores afetam a degradabilidade dos corantes nos sistemas fiingicos e

verificaram que P. chrysosporium ¢é um degradador versatil de corantes
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sintéticos de varias estruturas quimicas e que as ligninases ¢ ndo peroxidases
dependentes de manganés, catalisam estas reagdes. Além disso, concluiram
que corantes com diferentes estruturas s@o descoloridos em velocidades
diferentes e geralmente alta concentragdo do corante resulta em menor grau de
descoloragéo.

Sendo o cultivo de cogumelos comestiveis um dos processos de
bioconversdo mais economicamente vidveis na utilizacdo de residuos
lignocelulésicos, BUSWELL et al., (1996) estudaram trés tipos de cogumelos
cultivados comercialmente (Lentinula edodes, Volvariella volvacea e
Pleurotus sajor caju) os quais exibem habilidades variadas na utiliza¢do de
residuos lignocelul6sicos 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 composi¢des em termos da razdo entre polissacarideo/lignina.
Nas condigdes adotadas nesse estudo a MnP ndo se mostrou tdo importante na
degradagdo dos materiais quanto a lacase para o P. sgjor caju; e nenhuma
atividade de LiP foi detectada. No entanto, duas veratril oxidases parecem ter

um papel importante na degradacgédo da lignina.
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Poucos autores t€m estudado a habilidade de Pleurotus sp em
degradar poluentes recalcitrantes. RAJARATHANAN & BANO (1989)
apontaram que fungos desse género apresentam duas vias de degradacdo de
lignina e compostos semelhantes a ela: (1) ocorre demetilagdo anterior a
abertura do anel aromatico, (2) abertura do anel aromatico ja em primeira
instancia. O fungo Pleurotus flabellatus produz reagao colorida com o0s
compostos fenolicos e causa descoloragdo em corantes poliméricos. Essa
atividade relaciona-se ao sistema de enzimas oxidativas do tipo lacase.

O sistema enzimatico ligninolitico produzido por fungos de
decomposicdo parda, como o Polyporus ostreiformis, também foi relacionado

com a degradagdo de corantes tais como vermelho do congo e azul de

metileno (DEY et al., 1994).

2.2- Enzimas ligninoliticas produzidas por fungos

O sistema enzimatico ligninolitico produzido por fungos € oxidativo
e envolve enzimas como: LiP, MnP, lacase e enzimas produtoras de peroxido
de hidrogénio, as quais sdo capazes de agir extracelularmente em materiais

com solubilidade limitada.
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A natureza irregular e recalcitrante da lignina e o fato de que ela
contém subestruturas compostas de poluentes como os fendis, anisoéis, bifenis
e diariléters levou os pesquisadores a postularem que o sistema enzimatico
ligninolitico ndo especifico produzido pelos fungos de decomposicdo branca
deveria ser capaz de degradar oxidativamente alguns poluentes aromaticos
persistentes (SAYADI & ELLOUZ, 1995).

O fungo basidiomiceto de decomposi¢do branca Phanerochaete
chrysosporium tem sido utilizado como um sistema modelo para o estudo da
biodegradagdo da lignina, bem como para o estudo da degradagdo de
compostos poluentes orgdnicos como pesticidas, corantes, clorofenois,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, etc. Entretanto, ele ndo é o unico
fungo capaz de degradar a lignina, uma vez que ndo é o Gnico a possuir um
sistema enzimatico ligninolitico (ORTH et al., 1993).

A producdo das enzimas ligninoliticas em P. chrysosporium e outros
fungos de degradacéo branca ocorre durante o metabolismo secundario em
resposta a deplecdo de nutrientes como nitrogénio, carbono ou enxofre
(GOLD & ALIC, 1993). O fungo P. chrysosporium é capaz de metabolizar
preparagdes de lignina apenas quando uma fonte alternativa de carbono esta

presente (LEATHAM, 1986); portanto, a degradagdo da lignina depende da
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presenca de um co-substrato rapidamente metabolizavel como, por exemplo, a

glicose (DE JONG et al., 1994).

2.2.1 Lacase (EC 1.10.3.2)

Esta enzima € uma polifenoloxidase que contém em geral 4 atomos
de cobre no seu sitio ativo por molécula, a qual utiliza oxigénio molecular
como oxidante (ERIKSSON ez al., 1990), oxidando fenéis e polifenois através
da remocdo de um elétron, com a formacéao de radicais fenoxi. Esses radicais
podem ser convertidos em quinonas através de uma segunda catalise ou de
reagoes ndo enzimaticas espontaneas (THURSTON, 1994; HIGUCHI, 1990).

A lacase flingica aparentemente pode polimerizar, despolimerizar e
desmetilar compostos fenolicos in vitro (BOURBONNAIS & PAICE, 1990;
KERSTEN et al., 1990). Entretanto, a func¢éo fisiologica dessa enzima nao foi
esclarecida ¢ seu papel na biodegradacdo da lignina ainda € incerto
(HATAKKA, 1994).

A lacase extracelular € tipicamente produzida pelos fungos de
decomposicdo branca (HATAKKA, 1994). Alguns ascomicetos,
basidiomicetos e deuteromicetos foram reportados como fungos produtores de

lacase (MAYER, 1987). Recentemente duas isoenzimas (L1 e L2) isoladas do
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fungo de decomposicdo branca Ceriporiopsis subvermispora caracterizadas
como lacase foram purificadas. L1 e L2 apresentaram ponto isoelétrico de 3,4
e 4,8 ¢ massa molecular de 71.000 Da e 68.000 Da, respectivamente

(FUKUSHIMA & KIRK, 1995).

2.2.2 Peroxidases

As peroxidases sdo responsaveis pela oxidagdo de compostos
fendlicos. O ferro contido na enzima é oxidado na presenga de peroxido de
hidrogénio, formando um composto de alta capacidade oxidativa. Esse
composto sofre reducdo via transferéncia de um elétron, oxidando fendis ou
aminas aromaticas, os quais atuam como doadores de elétron (SZKLARZ et
al., 1989).

Os fungos ligninoliticos produzem 2 tipos especiais de peroxidases:

lignina peroxidase e manganés peroxidase.

2.2.2.1. Lignina peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

A LiP e suas 1soenzimas apresentam ponto isoelétrico variando de

3.3 a 4,7 e massa molecular de 38.000 a 43.000 Da (REDDY & D’SOUZA,
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1994). A lignina peroxidase (LiP) foi descoberta em 1983 por pesquisadores
trabalhando com Phanerochaete chrysosporium. Eles conseguiram isolar uma
enzima extracelular dependente de H,O,, responsavel pela catéalise de reacdes
capazes de despolimerizar parcialmente a lignina (KIRK & TIEN, 1983; TIEN
& KIRK, 1983). Essa enzima ¢ uma glicoproteina que contém 1 mol de Fe
protoporfirinico IX, por mol de enzima (GOLD ef a/., 1989).

A LiP catalisa a oxidagdo de compostos modelo de lignina
preferencialmente nd@o fendlicos, podendo oxidar, também, compostos
fenolicos, através de uma simples reagdo inicial de remogdo de um elétron do
nucleo aromatico, produzindo radicais cations arila os quais, através de
reacdes ndo enzimaticas, darfo origem a uma série de produtos finais,
resultando no rompimento do polimero (GOLD & ALIC, 1993). O ferro
contido no grupo heme passa por 5 estados de 6xido-reducdo durante o ciclo

catalitico normal da enzima, podendo originar trés tipos de compostos (Figura

1).
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Enzima nativa Composto I

H,0, M H,0

. w.

EXCESSO H,0 — e
H,0,

Composto 11 Composto II1

Figura 1: Ciclo catalitico da lignina peroxidase (LiP). RH: substrato da enzima na forma
reduzida; Re: forma radicalar oxidada (GOLD et al. 1989).

O composto I ¢ produto da reagdo primaria da enzima com H,O,,
onde o Fe (III) da enzima nativa ¢ oxidado a Fe (IV). A reducgdio desse
composto, via transferéncia de um elétron, resulta na formagédo do composto
I, que pode ser reduzido também pela transferéncia de um elétron, retornando
a enzima ao seu estado nativo, ou podera formar o composto III, se for
oxidado pelo H,O, na auséncia de um substrato redutor. O composto III é uma
forma enzimatica com capacidade catalitica limitada e pode ser rapidamente
mativado pelo excesso de H,0, (SCHOEMAKER et a/., 1994; BARR &

AUST, 1994; GOLD & ALIC, 1993).
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2.2.2.2 Manganés peroxidase (MnP; EC 1.11.1.7)

A manganés peroxidase (MnP) pertence a um grupo de isoenzimas
apresentando ponto isoelétrico entre 4.2 a 4,9 e massa molecular de 45.000 a
47.000 Da (GOLD & ALIC, 1993), as quais sdo responsaveis pela catalise da
oxidagdo de uma variedade de fenodis, aminas e corantes (PASZCYNSKI, ez
al., 1985; GLENN & GOLD, 1985). A atividade de MnP foi descoberta por
KUWAHARA et al., (1984) no meio extracelular de crescimento de culturas
ligninoliticas de P. chrysosporium. A MnP também € uma glicoproteina
contendo como grupo prostético Fe protoporfirinico IX, dependente de H,0O, e
jons Mn (II), sendo produzida junto com a LiP durante o metabolismo
secundario (BUSWELL & ODIER, 1987).

O ciclo catalitico da MnP é semelhante ao da LiP, envolvendo a
formagdo de trés compostos (Figura 2). O composto I ¢ formado através da
oxida¢do do Fe (III) para Fe (IV) na preseng¢a de H,O,. A reducdo desse
composto, via transferéncia de um elétron, formara o composto II. que por sua
vez podera transformar-se em enzima nativa tendo como participagdo ions Mn
(II), ou formar o composto III em excesso de H,O,. Os ions Mn (II) atuam

como doadores de elétron e os ions Mn (II) sdo estabilizados por quelagéo,
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atuando como mediador redox na formagdo de radicais fenoxila (DE JONG et

al., 1994; WARIISHI et al., 1992; AITKEN & IRVINE, 1990).

Composto I

H202 Q[ H:0

Fe III —3 Fe IV = @ [ B4 ]

Mn 11 AH

L Mo S & S €

M n 111 A
§ Mn II
AH Composto Il
FelV = 0
EXCESSO
H,0:

H,0 @

Composto III
Fe II1 O;°®

Figura 2: Ciclo catalitico da manganés peroxidase (MnP). AH: substrato da enzima:
Ae : forma radicalar oxidada (GOLD et al. 1989).

2.2.3 - Alcool veratrilico oxidase (AVO)

Em adigdo as peroxidases e lacase, os fungos de decomposicdo
branca produzem uma variedade de oxidases capazes de gerar H,O, A
producdo dessas enzimas, provavelmente, deve estar relacionada com a

utilizagdo do H,0, por peroxidases extracelulares durante a degradacdo da
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lignina. Estas oxidases incluem, entre outras, a alcool veratrilico oxidase
(GOLD & ALIC, 1993).

A enzima alcool veratrilico oxidase € uma aril alcool oxidase que
cataliza a oxidacdo de dlcoois insaturados aos seus aldeidos correspondentes,
com a reducdo de O, a H,0,. Esta enzima tem sido identificada em culturas
que estdo em estagio de crescimento avangado, quando a via metabolica
secundaria € presumivelmente miciada (MARZULLO et al., 1995).

Estudos anteriores demonstraram que a enzima AVO € capaz de
reduzir quinonoides ou radicais gerados durante a degradacdo da lignina pela
atuacfo principalmente da lacase. Portanto, além de produzir H,O, utilizado
pelas peroxidases, a AVO deve estar relacionada com a prevengdo da
polimerizacdo de derivados de baixos pesos moleculares durante a degradag@o

da lignina MARZULLO et al., 1995).



2.3- Corantes: utilizagio e problemas ecolégicos decorrentes do

S€u uso

De acordo com a fonte de produgio, os corantes dividem-se em
naturais e artificiais (sintéticos), sendo que os naturais podem ser de origem
vegetal, mineral e animal.

Do ponto de vista quimico, corantes sdo substincias que tém em
comum um grupo aromatico. Em sentido amplo, o termo corante designa toda
e qualquer substincia que da cor, colore, tinge, pinta. S#o produtos
intensamente empregados para a coloragdo de varios substratos, tais como:
alimentos, cosméticos, plasticos, materiais téxteis, nos quais sdo retidos por
adsor¢do fisica, formagdo de solucdes, sais ou complexos com metais,
reten¢do mecanica ou por constituicdo de pontes quimicas covalentes
(CONTATO, 1995).

Sabe-se que 87% das percepc¢des sensoriais captadas pelos seres
humanos ocorrem através da visdo; 9% pela audi¢io; e os demais 4% pelo
conjunto de olfato, paladar e tato. A cor é um fendmeno psicofisico, levando a
declinar as preferéncias nas mais diferentes situagdes ou ocasides do cotidiano

(NAZARE, 1998).
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A primeira caracteristica que ¢ notada em um alimento € a sua
colorag@o e isto predetermina nossas expectativas com rela¢do ao sabor e a
qualidade. O melhor alimento com um perfeito balango de nutrientes torna-se
inatil se ndo for consumido. Consequentemente, o alimento precisa ser
atrativo. A adic@o de corantes aos produtos alimenticios € efetivada com os
seguintes propositos: reforgar a coloragéo ja presente no alimento mas menos
intensa do que o consumidor espera; assegurar a uniformidade da cor do
alimento nos diferentes lotes processados; restaurar a aparéncia original do
alimento cuja cor foi afetada durante processamentos e fornecer cor a certos
alimentos como balas, doces, sorvetes e algumas bebidas (HENDRY &
HOUGHTON, 1992).

A produgcio e utilizagdo industrial de pigmentos e corantes sintéticos
¢ um problema delicado especialmente em virtude de sua dificil degradag@o. O
despejo desses residuos pode interferir na transmissdo da luz solar,
prejudicando a fotossintese e reduzindo a produtividade da comunidade
aquatica; prejudicar a aparéncia visual e o valor recreacional através da
alteracdo da cor natural; interferir nos sistemas de tratamento de aguas de
abastecimento doméstico e industrial, elevando o custo do tratamento. Os
grupos croméforos podem formar complexos com fons metalicos como ferro e

cobre, removendo estes metais que sdo importantes no metabolismo de certos
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organismos aquéticos; a cor em cursos de agua pode afetar o0 movimento dos
peixes e a produtividade dos mesmos (CAMMAROTA, 1991). Desta forma, é
preciso muita aten¢do em torno dos métodos de descarte de contaminantes e
de manipulag@o destes materiais.

Os corantes artificiais, que nfo ocorrem na natureza e sdo
produzidos através de sinteses quimicas, apesar de serem utilizados em
pequenas quantidades, apresentam toxicidade, além de serem poluentes
orgénicos altamente resistentes. Os corantes mais comuns e utilizados sdo os
classificados como azo e triarilmetano (PASZCZYNSKI ef al. 1992;
LLEWELLYN, 1998).

O uso de corantes naturais é largamente permitido em todo o mundo
e, embora eles ndo sejam particularmente toxicos, sdo considerados como
problema de poluigdo (CRIPPS ef al., 1990). No Brasil, aproximadamente 35
corantes naturais sdo permitidos em alimentos e bebidas.

Os corantes naturais mais utilizados nas indistrias de alimentos sdo:
urucum, carmim, circuma, vermelho de beterraba, paprica, antocianina e
clorofila. Os extratos do corante urucum (Figura 3), classe carotenéide, sdo os
produtos oleosos ou alcalinos obtidos por remogio da camada externa das
sementes da arvore de urucum (Bixa orellana L.) por varios processos. Sdo

apresentados em trés formas: a) extrato lipossolivel apresentando cor
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vermelha a castanho-avermelhada, no qual a bixina é o principio ativo; b)
extrato hidrossoluvel de cor castanho-avermelhada a castanho, no qual a
norbixina € o principio ativo; ¢) pigmento bruto apresentando-se como um pé
vermelho escuro (TAKAHASHI, 1987).

A substancia corante, extraida das sementes do urucum, apds ser
submetida a a¢do de processos quimicos, tem larga aceitacao nos mercados
nacional ¢ internacional, podendo ser utilizada basicamente nas industrias
alimenticias de laticinios (queijo, manteiga, margarina, creme), de panificacdo
(pdo, biscoito, macarrdo, bolo), de bebidas (cervejas, refrigerantes, vinhos,
licores), condimentos (colorau) e frigorificas (carnes, embutidos, salsichas).
Os produtos derivados (corantes) do urucum, podem ainda ser utilizados nos
seguintes géneros industriais: cosmeéticos (bronzeadores, logdes, cremes),
farmacéutica (remédios liquidos e solidos), madeireira (corante, verniz, cera),
téxtil (corante para tingir tecidos), cromatografia (tela, pelicula, filme), tintas
(nitrocelulose, 6leo, esmalte).

Os corantes que tém por estrutura basica a antraquinona (Figura 3),
sdo os mais resistentes a degradacdo devido a suas estruturas aromaticas
fundidas, que permanecem coloridas por longos periodos de tempo (BANAT
et al, 1996). Um exemplo desses corantes € o carmim, também conhecido

como laca de aluminio ou calcio-aluminio, obtido do extrato aquoso da
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cochonilha. Denomina-se cochonilha aos corpos dessecados de fémeas de
insetos Dactylopius coccus costa (Coccus cacti L.). E apresentado na forma de
pé friavel (vermelho ou vermelho escuro), ou solugdo de cor vermelho
violacea (TAKAHASHI, 1987). O principio ativo é o acido carminico e suas
principais aplicagdes sdo em laticinios, doces, geléias, sorvetes, bebidas
alcodlicas e cosméticos.

Os corantes de origem sintética apresentam diversas vantagens em
relacdo aos corantes naturais. S30 melhor definidos quimicamente, possuem
maior poder de tingimento, incorporam-se facilmente a produtos alimenticios
€, consequentemente, sdo utilizados em concentragdes menores. Além disso,
podem ser facilmente padronizados e obtidos em seu estado puro (CROSBY,
1984).

Os corantes azo (Figura 3) sdo empregados para colorir ¢ estampar
fibras téxteis naturais e sintéticas, couro, forragdes, papel, etc. Esse é o maior
grupo de corantes sintéticos liberados no ambiente e ndo sdo prontamente
degradados nos sistemas de tratamento biologico, 0 que os torna um problema
ambiental significativo nos locais onde sdo fabricados e usados. Contaminam,
com seus efluentes e lodos residuais, os rios e terrenos onde os lodos sdo

dispostos, causando, por exemplo, inibi¢do da fotossintese superficial nos rios
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e coloracdo dos lengois freaticos (BUMPUS, 1995). Fazem parte desse grupo
os corantes new coccine (acid red 18) e orange G (acid orange 10).

Alguns corantes requerem a presenca de um metal para conferir cor.
Esses sdo chamados de corantes mordentes. Um exemplo € o chrome azurol S
(mordant blue 29) (Figura 3), pertencente a classe triarilmetano, que se
caracteriza pela presenga de trés anéis aril em sua estrutura (LLEWELLYN,
1998). E muito utilizado para determinacdo de fluoreto. Os corantes
complexados com metais, tais como aqueles a base de cromo, podem liberar

esse metal, que é carcinogénico, nos suprimentos de agua naturais.
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I - OBJETIVOS

* Selecionar os fungos basidiomicetos capazes de degradar os corantes
naturais urucum hidrossolavel e carmim (4cido carminico); como também a
combinagdo destes com o corante urucum oleossoluvel; 0s corantes sintéticos
new coccine, orange G, chrome azurol S; a combinacio destes e o efluente da

industria de corantes naturais CHR HANSEN.

* Estudar a biodegradacdo dos corantes naturais e sintéticos com relacfio: ao
sistema enzimatico ligninolitico, a redu¢@io da demanda quimica de oxigénio
(DQO) do efluente e dos meios de cultivo contendo os corantes; além de
verificar as variagdes do pH, e do peso seco em relagdo ao tempo de

crescimento.

* Verificar a descoloragdo dos meios de cultivo através de espectrofotometria
de varredura, e a degradagéo dos corantes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).






29

IV - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Materiais

4.1.1 — Microrganismos

Foram utilizadas 5 linhagens de fungos basidiomicetos produtores
de enzimas ligninoliticas: Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725,
Pleurotus sajor caju (020), Pleurotus sajor caju (016), Pleurotus florida,
Pleurotus sp, pertencentes a cole¢do de cultura do Laboratorio de Sistematica
e Fisiologia Microbiana da Faculdade de Engenharia de Alimentos -
UNICAMP. Estes foram mantidos em tubos de ensaio contendo meio Potato

Dextrose Agar (PDA).

4.1.2- Meios de crescimento

Dois meios de cultivos diferentes foram preparados no laboratorio
utilizando corante como fonte de carbono: New coccine; ou Orange G; ou

Chrome azurol S; ou Combinacdo desses corantes sintéticos (combinacfo
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sintética); ou Carmim; ou Urucum hidrossoluvel; ou Combinagdo desses

corantes naturais (combinacao natural).

Meio 1: Extrato de malte 0,5% (p/v), corante na concentracdo final
de 100mg/L.

Meio 2: fosfato de amoOnia monobasico (0,5g/L), fosfato de potassio
monobasio (0,8g/L), fosfato de potassio dibasico (0,3g/lL), sulfato de
magnésio (0,3g/L), sulfato de zinco (4.0mg/L), sulfato de manganés
(5,0mg/L), cloreto de calcio dihidratado (0,06g/L), extrato de levedura
(0,2g/L), sulfato de ferro III (10 ug/L), corante na concentragdo final de
100mg/L.

ApOs a esterilizacdo do meio, adicionou-se 0,5 mL de tiamina, na
concentracdo de 10mg/L. A tiamina fo1 esterilizada em membrana Millipore
(0,22um) e guardada em geladeira a 16°C.

Meio 3: Efluente bruto da industria de corantes naturais CHR
HANSEN, situada em Valinhos no estado de Sdo Paulo, devido a presenca dos
corantes naturais urucum e vermelho de cochonilha.

Todos os meios foram esterilizados em autoclave durante 15

minutos a 121°C.
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4.1.3- Equipamentos

Agitador magnético (Tecnal);

Agitador rotatorio com cédmara climatica (New Brunswick Scientific);
Aquecedor para DQO (JTORIKA — Dry Block BATH MG-1);
Banho-maria, marca Eyela, modelo SB-650;

Céamara de fluxo laminar, marca Veco;

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia marca Shimadzu, modelo LC —
6A, equipado com detector ultravioleta modelo SPD-6A, integrador
modelo C-R4A e coluna cromatografica Cosmosil — n° 390-47 C,¢ fase
reversa (4.6 x 150 mm);

Espectrofotémetro marca HACH, modelo DR/2010;

Espectrofotdmetro marca Shimadzu, modelo UV - 1201;

Filtros para fase mével, marca Millipore;

Ultra purificador de 4gua para uso em cromatografia liquida de alta
eficiéncia, marca Milli-Q Plus; Micropipetadores com volumes regulaveis,
marca Gilson;

Equipamentos de uso comum de laboratdrio: autoclave, balanca analitica,

estufas, pHmetro, etc.



4.1.4- Reagentes e materiais especificos

Para Analise:

= perdxido de hidrogénio;

= alcool veratrilico;

= Jactato de sodio;

= sulfato de manganés;

* albumina bovina;

= vermelho de fenol;

= hidréoxido de sodio;

= jcido citrico;

= fosfato sodico;

= o-dianisidina;

= siringaldazina;

= etanol;

= varios solventes (Merck, Synth, Sigma, Mallinckrodt).
Tampoes:

= tampdo tartarato de sodio;
= tampao citrato fosfato;

= tampdao succinato de sodio (Merck, Synth, Sigma).

32
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Corantes ( utilizados na concentracio final de 100 mg/L):

= corantes naturais urucum hidrossoluvel A-260-WS (0,35 — 1,12%
norbixina), oleossolivel A-230-OS (0,23% bixina) e carmim CC-330-WS
(1,0 — 4,0% acido carminico), produzidos pela indistria de corantes
naturais CHR HANSEN. O corante urucum oleossolavel foi utilizado
apenas em combinagdo com urucum hidrossoluvel e carmim;

* corantes sintéticos new coccine (acid red 18; C.I. 16255- Aldrich), orange
G (acid orange 10; C.I. 16230- Aldrich), chrome azurol S (mordant blue
29; C.I. 43825- Aldrich), e a combinacéo desses trés corantes.

Alguns reagentes utilizados neste trabalho apresentavam grau

analitico e outros grau cromatografico.

4.2- Métodos

4.2.1- Inoculacio dos microrganismos

Para estudos de crescimento, os microrganismos foram transferidos

com auxilio de ai¢a de platina, para placas de Petri contendo meio PDA. Apos

as linhagens preencherem toda a superficie da placa, foram recortadas

pequenos quadrados de 1,0 x 1,0 cm de 4gar contendo massa celular. Tanto



para os estudos dos meios preliminares de descoloragdo, como na etapa
posterior para verificar a producdo enzimatica, oito quadrados foram
utilizados como indculos, tomando-se os devidos cuidados evitando-se ao
maximo que o agar das placas também fosse transferido, o que poderia
ocasionar um crescimento devido a nutrientes provenientes do meio solido.
Todos os experimentos foram desenvolvidos em triplicata sendo trés

erlenmeyers com inoculo (amostras) e um sem inéculo (controle).
4.2.2 - Ensaio preliminar de descoloragio

As cinco linhagens de microrganismos citadas no item 4.1.1, foram
moculadas de acordo como descrito em 4.2.1, em frascos erlenmeyers de 125
mi contendo 50 ml de meio de crescimento 1 ou 2 acrescido de corante a
100mg/L, em pH 4,8 e incubados a 30°C (excecdo ao P. chrysosporium —
37°C), sem agitacdo, ¢ a descoloragdo observada visualmente. Os mesmos
procedimentos foram, posteriormente, repetidos com agitacdo dos frascos a
100 rpm. De cada situagdo experimental, foram inoculados 24 frascos, sendo 4
retirados para analise a cada 2 dias (trés frascos/amostra € um controle), até

completar o periodo de 12 dias de crescimento.



4.2.3 - Coleta e caracterizacao das amostras do efluente

Amostras do efluente foram colhidas em frascos plasticos limpos,
num volume de cinco litros, na entrada do efluente para o tratamento. Apos a
coleta, o efluente foi caracterizado quanto ao pH e DQO, realizada de acordo
com o item 4.2 .4.

A intensidade da coloracd@o do efluente bruto fo1 analisada logo apos
a coleta, através de espectrofotometria de varredura com o comprimento de

onda, variando de 200 a 800 nm.

4.2.4 - Determinaciao da DQO

E a quantidade de oxigénio necesséria para oxidar quimicamente a
matéria orgénica.

O efluente, foi submetido a anélises de determinagdo da DQO, antes
e apos o crescimento microbiano, enquanto o meio 1 fo1 analisado apenas apos
o crescimento. As analises foram desenvolvidas de acordo com a metodologia
especificada no catalogo do aparelho DR/2010 (HACH), tendo sido utilizadas
aliquotas de 1 mL das amostras, 0,02g de AgSOs, 0,5 mL de K,Cr,07, 1,5 mL

de H,SO, concentrado. As reacgdes se desenvolveram a 150°C. Para facilitar a
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leitura foi adicionado 2,9 mL de 4dgua destilada apds o resfriamento. Agua
destilada também foi utilizada como branco. Ao fim de 2 horas nesta
temperatura, os frascos foram retirados e a leitura foi feita a 600 nm.

Os valores de porcentagem de redugfio da DQO foram determinados

através da comparacdo dos resultados, entre o controle e as amostras,

encontrados a partir das medidas feitas no espectrofotémetro.

4.2.5 - Caracterizacio do efluente

O efluente bruto foi caracterizado em alguns pardmetros fisico-
quimicos, apds sua coleta: potencial hidrogeniénico (pH), DQO e
espectrofotometria de absor¢do, variando o comprimento de onda de 200 a

800 nm.

4.2.6 — Determinacio do peso seco e variacio do pH

Ap6s o periodo estipulado para o crescimento, a massa micelial foi
separada dos caldos de cultura por filtracdo em algoddo, com peso umido e
seco, previamente determinados e levado a estufa a 105°C. Tal operacdo foi

repetida até obtencdo de peso constante, de acordo com a metodologia descrita
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por WASHINGTON, 1975. O pH do filtrado foi novamente determinado e os

caldos mantidos congelados (-20°C), para posterior determinacéo de atividade

enzimdtica e verificacdo da degradac¢do dos corantes.

4.2.7 — Atividades enzimaticas desenvolvidas nos meios de

cultivo

As atividades das seguintes enzimas ligninoliticas foram
determmadas a partir do calculo da diferenca de absorbancia, medidas

espectrofotometricamente e todos os resultados foram expressos em UI/L

(umoles produto/min.L).

e Lignina Peroxidase (LiP): A atividade LiP foi determinada pela

oxidagdo do alcool veratrilico a aldeido veratrilico seguindo a metodologia
citada por TIEN & KIRK, 1984. A mistura da rea¢do continha 0,6mL do caldo
filtrado, 0,2mL de uma solucdo de alcool veratrilico 0,2mmol.L" em tampao
tartarato de sédio 0,4mol.L™ (pH 3,0). A reagdo iniciou-se com adicdo de

H,0, e determinou-se a absorbancia a 310nm em 0 e apo6s 10 minutos.

e Alcool Veratrilico Oxidase (AVO): A atividade da AVO foi

determinada quase da mesma maneira que para LiP sendo que o H,O, foi
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substituido do meio de reagdo por H,O destilada. Colocou-se 0,6mL do caldo
filtrado, 0,2mL de alcool veratrilico em tampdo tartarato de sédio e 0,2mL de

agua destilada. Mediu-se a atividade a 310nm.

e Manganés Peroxidase (MnP): A atividade de MnP foi

determinada pela oxidagdo do vermelho de fenol, como descrito por

KUWAHARA et al., (1984) e a leitura da absorbéncia efetivada a 610 nm.

e Lacase: A determinagdo da atividade lacase foi efetivada
utilizando-se siringaldazine e o-dianisidina como substratos, de acordo com
SZKLARK et al., (1989) com ligeiras modificagdes, ¢ a leitura da absorbéancia

feita a 525 nm.

e Peroxidases: Para as peroxidases a determinacdo foi feita da
mesma forma que para lacase, exceto que 0,1 mL de H,0, foi mtroduzido no
meio de reacdo no lugar da H,O destilada, como proposto por SZKLARK er

al., (1989).

4.2.8 - Verificacao da degradacio dos corantes

O meio 1 contendo o corante urucum hidrossolivel; carmim;

combinacio desses com urucum oleossoluvel; new coccine; orange G;
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chrome azurol S; combinagdo desses e o efluente, foram analisados por
espectrofotometria para a verificagdo da descoloragdo, variando o
comprimento de onda de 200 a 800 nm, para as determinagdes enzimaticas, €
determinacdo da DQO. A degradacdo dos corantes presentes no meio 1 foi
quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando-se uma
curva padrdo obtida para cada corante nas concentra¢des de 25, 50, 75, 100 e
125 mg/L (anexos 1).

Para a separacdo isocratica dos corantes, foram utilizadas diversas
fases moveis e comprimentos de onda para a detec¢do. Em relacdo ao corante
urucum hidrossoluvel, foi empregada uma mistura de agua e tetrahidrofurano
58/42 (v/v) de acordo com ROUSEFF (1988) e deteccdo a 350 nm. A fase
movel usada para a eluicdo do corante carmim consistiu de uma combinagao
de 19% de acetonitrila e 81% de acido formico (1,19 mM) e deteccdo a 280
nm (JALON et al., 1989); para os corantes new coccine € orange G foi
utilizado um sistema de solventes composto por tampao fosfato 75 mM pH
6.7 e metanol na propor¢do de 3:1 como descrito por ZGHAL et al., (1995); e
para o corante chrome azurol S, foi utilizada uma mistura de metanol e dgua
na propor¢do de 1:1. A deteccdo para esses trés corantes sintéticos foi
verificada a 307 nm e, para todos os corantes, a velocidade da vazdo foi fixada

em 0,5 mL/minuto.
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V- RESULTADOS E DISCUSSAO

O papel dos microrganismos da agua e do solo na degradacdo de
compostos orgénicos ¢ de inegavel relevéncia. A mineralizagdo ou completa
degradagdo de compostos quimicos sintéticos € sempre conseqiiéncia da
atividade microbiana. Poucos mecanismos abidticos convertem totalmente os
compostos orgénicos no mesmo grau e complexidade de transformacdes
conseguida pelos microrganismos. Entretanto, para ocorrer a biodegradacdo de
moléculas e compostos € necessario um sistema enzimatico ativo. Se as
enzimas ndo estdo envolvidas na conversdo das moléculas e ndo ha uma via
bioquimica eficiente, ndo € possivel a a¢do biologica.

A biodegradacdo s6 pode ocorrer quando o substrato € os sitios
reativos entram em contato. O sistema ligninolitico dos basidiomicetos possui
grande variedade de enzimas extracelulares que agem sobre o corante
adsorvido a hifa ou quando dissolvido no meio aquoso.

Os fatores que podem influenciar a degradagdo e sua variabilidade
entre espécies 1dénticas ou diferentes relacionam-se as caracteristicas
genéticas das especies/linhagens, ao pH, oxigenacdo, temperatura € presenca
de nitrogénio e minerais (VYAS ef al., 1994, KEREM & HADAR, 1995;

TUOR et al., 1995).
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Neste trabalho foi mostrada a habilidade de dois fungos de
degradac@o branca em descolorizar e degradar os corantes sint€ticos chrome
azurol S (CAS), new coccine (NC), orange G (OG), a combinacdo destes
(MS); os corantes naturais carmim (C), urucum hidrossoluvel (UH), a

combinacdo destes (CN) e o efluente (EF).

5.1- Seleciio dos basidiomicetos capazes de degradar os corantes

Com os resultados obtidos nos experimentos descritos no item 4.2.2,
escolheram-se os melhores fungos, o melhor meio de cultivo e a melhor
condicdo de crescimento. Em concorddncia com SANI er al, 1998,
reconheceu-se em nossos resultados que quando os fungos P. chrysosporium e
P. saqjor caju (020), nesta ordem, na condi¢c@o de crescimento agitado em meio
formulado com extrato de malte demonstraram maior capacidade de
descoloracdo e, em menor tempo. Desta forma, para a sequéncia do trabalho,
optou-se por estes microrganismos inoculados no meio 1 e no efluente, sob
agitacdo e pH corrigido para 4.8, utilizando-se, também, 0s mesmos

pardmetros experimentais (periodicidade de analises e tempo de crescimento).
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5.2 - Caracteristicas do efluente

As analises do efluente bruto mostraram os valores: pH = 11,04; e
DQO = 664 mg/O, /L. O espectro de absor¢do do efluente bruto pode ser

visualizado na Figura 4.
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Figura 4: Espectro de absor¢ado do efluente bruto.

5.3- Determinacio do peso seco

Segundo LEISOLA & FIECHTER (1985), Phanerochaete
chrysosporium é um dos mais potentes organismos ligninoliticos disponivelis,
sendo o mais estudado. Ele apresenta formag¢do de conidios na fase assexual

em abundancia e seu ciclo reprodutivo é rapido. Possui como caracteristica,
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crescimento rdpido, o que foi confirmado neste trabalho. Em relagdo as
espécies comestiveis de Pleurotus, essas vem sendo largamente estudadas
devido a habilidade de crescerem numa ampla variedade de materiais
lignocelulésicos (RAJARATHANAM & BANO, 1989).

Nesse estudo, tanto Phanerochaete chrysosporium quanto
Pleurotus sagjor caju (020) cresceram satisfatoriamente em todos os meios de
cultivo. Como pode ser observado nas Figuras 5 e 6, a determinacdo do peso
seco dos fungos cultivados no meio 1 mostrou curvas de crescimento
similares. Entretanto, com desempenho levemente superior do Pleurotus sajor
caju (020) em todos os corantes. O maior peso seco de Pleurotus sajor caju
(020) foi obtido no meio 1, contendo a combinacdo de corantes naturais. Ja no
efluente o crescimento de ambas as linhagens foi semethante. Tais resultados
caminham paralelamente aos citados por RAJARATHANAM & BANO,
1989, ao mencionar o crescimento de Pleurotus sp em diferentes materiais
lignocelulosicos, com configuracdes moleculares tdo complexas quanto a dos

corantes ora utilizados.
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Figura 5: Peso seco de Pleurotus sajor caju (020) em 50 mL de
meio de cultivo durante 12 dias de crescimento.
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Figura 6: Peso seco de Phanerochaete chrysosporium em 50 mL de
meio de cultivo durante 12 dias de crescimento.
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5.4- Determinacao do pH final

As variagdes verificadas no pH durante o crescimento microbiano
foram distintas. De modo geral foi observado aumento do pH em,
aproximadamente uma unidade, por Pleurotus sajor caju (020) em relagdo ao
controle, quando crescido no meio 1, independentemente do corante utilizado.
Ja no meio 3 fo1r observado leve diminuicdo do pH em relagdo ao controle.
Quanto ao Phanerochaete chrysosporium ndo foram observadas variagbes do
pH entre o meio de crescimento 1 e o respectivo controle, para todos os
corantes. Em relac@o ao efluente verificou-se leve aumento do pH do meio em
relacdo ao respectivo controle. Esses dados indicam que os corantes presentes

nos meios ndo influenciaram o pH dos meios de crescimento (Figuras 7 ¢ 8).



! m
u
-

== ER LI LS FE———m—




7,50
7,00
6,50
6,00

I 550
500 f
450 i
400 Il
350 i
3,00 I

Dias de crescimento

[mCSC mCS ONOC ONC mOGC mOG mCASC OCAS mCC mC OUHC mUH mCNC mCN mCE IAE]

46

Figura 7: Efeito do crescimento do Pleurotus sajor caju (020) no pH dos meios de

cultivo.

Legenda:

Meio 1

CSC - Combinagao de corante sintéticos controle
CS - Combinagdo de corante sintéticos amostra
NCC - New coccine controle

NC - New coccine amostra

OGC - Orange G controle

OG - Orange (G amostra

CASC - Chrome azurol S controle

CAS - Chrome azurol § amostra

CC - Carmim controle

C - Carmim amostra

UHC - Urucum hidrossoluvel controle

UH - Urucum hidrossolivel amostra

CNC - Combinagdo de corantes naturais controle
CN - Combinagao de corantes naturais amostra

Meio 3
CE - Efluente controle
AE - Efluente amostra
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Figura 8: Efeito do crescimento do Phanerochaete chrysosporium no pH dos meios de

cultivo.

Legenda:

Meio 1

CSC - Combinagédo de corante sintéticos controle
CS - Combinagdo de corante sintéticos amostra
NCC - New coccine controle

NC - New coccine amostra

OGC - Orange G controle

OG - Orange (; amostra

CASC - Chrome azurol S controle

CAS - Chrome azurol S amostra

CC - Carmim controle

C - Carmim amostra

UHC - Urucum hidrossoluvel controle

UH - Urucum hidrossolavel amostra

CNC - Combinagdo de corantes naturais controle
CN - Combinagdo de corantes naturais amostra

Meio 3
CE - Efluente controle
AE - Efluente amostra






48

5.5- Determinacio da DQO

Os tratamentos fisico-quimicos, biologicos, € mesmo pré-
tratamentos, reduzem a toxicidade de efluentes industriais e domésticos.
BRITO (1996) investigando a toxicidade em refinarias de petréleo, revela que
existe correlacdo positiva e altamente significativa entre DQO e toxicidade nas
amostras de efluentes. A redugdio da DQO ¢ acompanhada da reducio de
toxicidade.

Nos experimentos de determinacdo da DQO ora empreendidos,
foram observados os mais baixos valores de DQO para os corantes azo
(orange G, new coccine), e também para a combinag@o de corantes sintéticos
no 10° dia de crescimento de Pleurotus sajor caju (020). A menor redugdo dos
valores de DQO por Phanerochaete chrysosporium fol para o0s corantes
naturais no 8° dia e para o corante sintético chrome azurol S no 10° dia de
crescimento. A andlise do efluente bruto mostrou o valor de DQO = 664
mg/O, /L. Para ambos os fungos as taxas de reducdo da DQO do efluente
foram semelhantes, sendo que o valor mais baixo encontrado para Pleurotus
sajor caju (020) foi de 194 mg/LL (69%) ¢ 167 mg/L (74%) para
Phanerochaete chrysosporium, ambos no 12° dia de crescimento. De maneira
interessante, constatou-se um aumento nos valores de DQO por ambos os

fungos, na maioria dos meios, depois que eles alcancaram o mais baixo valor
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de DQO, sugerindo que possa ter acontecido a formagdo de uma molécula

mais complexa, possivelmente por um mecanismo de repolimerizagdo. Esses

dados podem ser analisados nas Figuras 9 ¢ 10.
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Figura 9: Porcentagem de Redugdo da Demanda Quimica de Oxigénio
por Phanerochaete chrysosporium nos meios de crescimento.
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Figura 10: Porcentagem de Redugdo da Demanda Quimica de
Oxigénio por Pleurotus sajor caju (020) nos meios de crescimento.

5.6 —Atidades enzimaticas

A habilidade do Phanerochaete chrysosporium e outros fungos de
degradagdo branca em degradar, descolorizar ou mineralizar corantes ¢
consequéncia da alta agdo oxidativa e do sistema ligninolitico nao especifico
destes microorganismos. As enzimas lignina peroxidase extracelular,
manganés peroxidase, lacases e geradoras de peroxido de hidrogénio, como
alcool veratrilico oxidase sdo componentes essenciais do sistema enzimatico

ligninolitico de varios fungos de degradacdo branca. Estes fungos tém grande
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potencial para aplicagdes biotecnolégicas em processos de remediagtes
ambientais.

Nas tabelas 1 ¢ 2, pode ser visto que ambos os fungos exibiram
atividades ligninoliticas que variaram com o dia de crescimento € com o
corante usado, mas em geral Pleurotus sajor caju (020) apresentou atividades
mais altas de peroxidases e lacases em ambos os substratos (o-dianisidina e
siringaldazina), em relacdo a Phanerochaete chrysosporium que, produziu
diferencas nfo muito significativas. Um estudo conduzido por KEREM et al.,
(1992) com Phanerochaete chrysosporium mostrou que a degradacdo da
lignina por esse fungo esta relacionada com a excre¢ao de uma enzima chave,
a LiP. No caso de uma linhagem de Pleurotus ostreatus, nenhuma atividade de
LiP foi encontrada, tendo a lacase sido apontada como a responsavel pela
degradacdo da lignina. Concluiu-se também que a lacase pode atuar na
destoxificagcdo de compostos do substrato por oxidar grupos fendlicos, agindo
como uma enzima inicial na clivagem de cadeias laterais e anéis aromaticos
das porgdes fenolicas da lignina. Esta enzima tem ampla especificidade para
com o substrato e oxida compostos fendlicos por abstragdo de um elétron, com
formac3o de radicais que podem repolimerizar ou levar a despolimerizagéo.

A especificidade da enzima para o substrato depende da origem da

lacase (GOLD & ALIC, 1993); sua funcdo fisiologica ainda ndo € clara e seu
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papel na biodegradacéo da lignina € incerto. Contudo, a lacase e a manganés
peroxidase devem agir complementarmente ou sinérgicamente. A lacase ¢
uma polifenoloxidase produzida por alguns fungos da podriddo branca,
entretanto,  Phanerochaete chrysosporium produz pouca atividade desta
enzima (TUOR et al., 1995).

O sistema enzimatico de degradagdo da lignina encontrado nos
fungos basidiomicetos € o responsavel pela degradacdio de corantes e outros
xenobioticos. Varios trabalhos publicados nesta década tém esclarecido o
papel ¢ a importdncia das enzimas ligninoliticas nos processos de
descoloragdo e degradacdo de corantes. Segundo KIRBY et al., (1995) na
descoloragdo de um efluente téxtil artificial por Phanerochaete
chrysosporium, o papel da lignina peroxidase ndo ficou claro, pois somente
pouca atividade da enzima foi detectada no processo de descoloraciio dos
varios corantes sintéticos estudados separadamente e misturados.

Estudos compilados por BUMPUS (1995), mostraram que a
degradac¢@o dos corantes azo ocorre devido a uma reagfio de oxidacio mediada
por ligninas peroxidases e/ou manganés peroxidases que sdo secretadas pelos
fungos da degradacéio branca durante o metabolismo secundario.

A atividade de MnP e lacase de Pleurotus sp. crescido em meio

liquido e em meio sélido foi estudado por LANG ez al., (1996). A lacase
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desempenhou um papel importante no inicio da degradag@o; o papel chave da
LiP de Phanerochaete chrysosporium na biodegradacio € executado pela MnP
de Pleurotus sp. onde atividade de LiPs nfo foram detectadas.

De acordo com BANAT er al, (1996), o mecanismo de
descoloracdo de corantes poliméricos por fungos da podriddo branca até entdo
parece envolver as enzimas lignina peroxidases (LiPs) as peroxidases
dependentes de manganés (MnPs) e lacases. Outras enzimas de natureza
oxidativa, tais como as alcool veratril oxidases podem ter um papel importante
na degradagdo da lignina.

Num trabatho realizado por SHIN ef al, em 1998, sobre a
descoloragdo de corantes artificiais por peroxidase do fungo da podriddo
branca Pleurotus ostreatus, observou-se que a enzima descoloriu corantes
trifenilmetanos e azo efetivamente.

Recentemente, PODGORNIK er al., (1999) comparou a lignina
peroxidase (LiP) extracelular do basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium
na capacidade de descolorir diferentes corantes comerciais. Foram observados
padrdes bem parecidos nas curvas cinéticas de descoloragdo para corantes de
substancias quimicas de diferentes classes e estruturas. Conclui-se que a

~ r a~ P ~ - . 1 -
descoloragdo € ndo-especifica, ndo dependente do sistema cromoforo’, €
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ligeiramente dependente do grupo auxocromo’, e ndo dependente do sinal e

distribuigéo de elétrons.

‘Cromoéforo: grupo responsavel pela cor
% Auxocromo: grupo que intensifica a cor



Tabela 1. Atividades das enzimas manganés-peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP), alcool veratrilico

oxidase (AVO), lacase (LD usando o-dianisidina e LS usando siringaldazina como substratos) e peroxidase

(PD usando o-dianisidine e PS usando siringaldazina como substratos), nos dias 4, 8 e 12 de crescimento do

fungo Phanerochaete chrysosporium no meio 1 em diferentes corantes: chrome azurol S (CA); new coccine

(NC); orange G (OG), combinagdo de corantes sintéticos (MS); carmim (C); urucum hidrossolavel (UH).

MnP

LiP

AVO

CA
NC

4.48(0,00
0,00|0,00

0,07

2,44]042]

0,05

8

Atividade Enzimdtica (U/L)

12

o

LD

4

8

12

S

4

LS

S P

8

PD

PS

12

0,14

0,03

0,03

0,03

0,04|0.43

0,20

0,00

0,39

1,04

0,2

0,23|0,11

0,07

0,05{0,00

0,05

0,00

OG
MS

0,000,00
6,31/1,16

0,00
0,01

0,00(0,00

0,05

0,00

0,01

0,07/0,15

0,03

0,00

0,07

0.37

0,21

0,32

0,23

0,68

0,03

0,14

0,39

2

0,09

0,00

0,25

11,17

0.10
127

0,45/0,32

0,30[0,24

5,4210,00

0,00

0,00

0,00

| UH |

0,00[0,00
0,08]2.41

1,12

113

0,16]0,05

132]8.7

-

0,00

0,00

0,00

0,04

0,06{0,00

0,17

0,35

0,07

0,17

0,24

1,49

0,49

0,02

0,02

0,19

0,15

0,10

1,08

0,10

0,16

0,35(0,58
0,17/0,36

0,62

0,17

0,05

0,31

0,07

0,07

0,05

0,10

0,04

2,12

4,45

0,48

2,52]4,89]
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Tabela 2: Atividades das enzimas manganés-peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP), alcool veratrilico
oxidase (AVO), lacase (LD usando o-dianisidina e LS usando siringaldazina como substratos) e peroxidase
(PD usando o-dianisidine ¢ PS usando siringaldazina como substratos), nos dias 4, 8 e 12 de crescimento do
fungo Pleurotus sajor caju (020) no meio 1 em diferentes corantes: chrome azurol S (CA), new coccine
(NC); orange G (OG), combinagéo de corantes sintéticos (MS); carmim (C); urucum hidrossolavel (UH);

combinagdo de corantes naturais (MN) ; e no efluente ( EF).

Atividade enzimatica (U/L)

MnP LiP AVO LD LS PD

4 | 8 12| 4 |8 12|48 |12/4]8]12]4[8T12]4 811214

SR R —— e

8 | 12

CA |0,00/11,3]21,5]0,00]0,00{0,00|0,03]|0,07]0,05]3,01[17,7[1,74|3,12|4,47[2,03|1,15(3.61|1,54|3,90

4,951,56

NC ]0,0810,002,2410,07]0,00/0,00{0,05|0,07[0,16|1,56]20,4[2,40|2,07[2,09|2,73(3.49 3,52 | 2.4 1,81
0G |0,00/0,00]0,80{0,42/0,00(0,00]0,13]0,23[0,21 |1,71[14,0[1,63 3,63 4,58 3,52 | 1,74|3.02| 1,18 4,27

2,36/2,10
4,573,221

MS 10,00/0,081,97/0,00]0,01]0,00/0,00]0,08|0,07|3,19|16,6|1,64|2,94|544]/0,92(2,39|3,85|1,56|4,54

€ 10,00{0,00/0,00]0,00]7,46|0,00|0,37/0,48|0,42|0.37|14,2|2,26|0,95|3,97 2,7110,3212,462,58 /0,52

UH 0,0010,00/0,00]4.95]0,00/0,08)|0,86|0,081,62|2,51]9,77|2.,894,60|2,09|3,31(3,39(4,34|3,13[5,08
MN |0,000,13]0,00{0,00/0,98(0,00|1,41/0,93|1,16(2.54|14,0|2,79 3,6012,06|2,51|3,43[4,29|2,73|5,07

|

EF 0,98]0,13]1,88]0,58]0,08/0,00/0,07{0,00{0,00/0,26(0,26 0,59 0,24 0,14]0,14]0,33[0,29]0,52[0,27
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5.7 -Verificacio da descoloracao dos corantes

A descolorac@o dos corantes chrome azurol S (Figuras 11 e 12),
new coccine (Figuras 13 e 14), orange G (Figuras 15 ¢ 16) e da mistura
desses corantes (Figuras 17 e 18) ocorreu mais rapidamente para o fungo
Phanerochaete chrysosporium, observando-se maiores taxas de descoloracdo
desses corantes no 4° dia de crescimento deste fungo, as quais variaram de 75
a 100%, tomando por base apenas os picos de absor¢do correspondentes a
faixa da luz visivel (500nm). Em relag@o ao fungo Pleurotus sajor caju (020)
a descoloracdo de chrome azurol S ocorreu somente no 10° dia e de new
coccine, orange G e da mistura desses corantes no 8° dia de crescimento,
atingindo de 60 a 75%, utilizando-se o mesmo critério. Para o corante carmim
(Figuras 19 e 20), Phanerochaete chrysosporium demonstrou maior
descoloracido no 4° (90%) dia de crescimento e Pleurotus sajor caju (020)
alcancando tal percentual somente no 10° dia. A descoloragdo do urucum
(Figuras 21 e 22), aconteceu de modo similar para ambos os fungos, com
desempenho levemente superior (93%) para o Pleurous sajor caju (020)
contra 80% para Phanerochaete chrysosporium, observado no 4° dia. Houve
excelente descoloragio do meio contendo a combinagdo dos corantes naturais
(Figura 23) e do efluente (Figura 24) no 2° dia de crescimento de Pleurotus

sajor caju (020), alcancando taxas de 60 e 80% de descoloragéo,
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respectivamente. Como, praticamente, no ocorreu nenhuma descoloragio do
efluente (Figura 25) por Phanerochaete chrysosporium, pode-se concluir que
0 P sajor caju 020 apresenta maior potencialidade para emprego industrial na
descoloracdo de efluentes. Tanto no meio 1 quanto no efluente todos os

corantes sofreram adsor¢do em alguma extens@o por ambos os fungos (anexo

i
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Figura 13: Espectro de absor¢do do meio 1 contendo o corante New coccine durante 12
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Figura 15: Espectro de absor¢do do meio 1 contendo o corante Orange G durante 12 dias
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Figura 17: Espectro de absor¢ado do meio 1 contendo a combinagdo dos corantes sintéticos
durante 12 dias de crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium.
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Figura 18: Espectro de absor¢ao do meio 1 contendo a combinag¢do dos corantes sintéticos
durante 12 dias de crescimento do fungo Pleurotus sajor caju (020).
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Figura 19: Espectro de absor¢ao do meio 1 contendo o corante Carmim durante 12 dias de
crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium.
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Figura 20: Espectro de absor¢do do meio 1 contendo o corante Carmim durante 12 dias de
crescimento do fungo Pleurotus sajor caju (020).
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Figura 21: Espectro de absor¢do do meio 1 contendo o corante Urucum hidrossolavel
durante 12 dias de crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium.
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Figura 22: Espectro de absor¢do do meio 1 contendo o corante Urucum hidrossoluvel
durante 12 dias de crescimento do fungo Pleurotus sajor caju (020).
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Figura 23: Espectro de absor¢ao do meio 1 contendo a combinacgdo dos corantes naturais
durante 12 dias de crescimento do fungo Pleurotus sajor caju (020).
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A taxa de descoloracdo nos comprimentos de onda selecionados
para a avaliagdo espectrofotométrica do sobrenadante das culturas
(200nm/800nm), permitiu a percep¢do de significativas mudancgas espectrais.
Esses dados revelam que a descoloracdo foi devida a adsorcdo e a degradagdo
dos corantes. Estas observacdes sdo concordantes com as realizadas em
trabalhos classicos de descoloragdo como o de GLENN & GOLD (1983) e
KNAPP et al., (1995).

GLENN & GOLD (1983) estudando a descoloracdo de varios
corantes poliméricos por Phanerochaete chrysosporium, constataram que em
meio liquido a descoloragéo ¢ um processo do metabolismo secundario e que
o sistema de degradagdo de lignina ou parte dele, ¢ responsavel pela
descoloracdo. Como a adsor¢do ao micélio do fungo e as transformagdes por
ele causadas, reduzem a quantidade do corante em solu¢do, foram realizadas
medidas de absorbincia em dois comprimentos de onda. O decréscimo
proporcional dos valores de absorbancia indica a adsor¢éo. Quando ha grandes
mudangas na razdo de absorbancia nos dois comprimentos de onda escolhidos,
os corantes estdo sendo degradados. A adigdo de inibidores da degradacdo de
lignina, também inibiu a descoloragdo. Afirmaram ainda que a natureza
polimérica dos corantes assegura que a0 menos as etapas iniciais da

descoloragdo sdo extracelulares.
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De acordo com o trabalho de KNAPP ez al, (1995), quando a
adsor¢do ocorre, 0 exame do espectro de absorgdo da luz revela que todos os
picos diminuem proporcionalmente em igualdade entre si. Entretanto, quando
a degradacdo ocorre, hd a completa remocdo do pico principal ou mudanca
significativa no espectro (isto €, uma mudanca na absorbancia relativa a dois
picos ou desenvolvimento de um novo pico). A adsorcdo do corante também
fo1 evidente a partir da inspecéo da massa micelial; aquelas que adsorveram os
corantes foram densamente coloridas, enquanto que aquelas que causaram
degradacdo permaneceram brancas.

BORGERDING & HITES (1994) identificaram o comportamento
nas fases aquosa e fase solida de uma estagio de tratamento municipal e a
biodegradacdo de corantes cosméticos e alimenticios. Alguns corantes sdo
rapidamente removidos por adsorcéo ao lodo, outros resistem a adsorcdo. Essa
distribuicdo ¢ dependente de interagcdes entre o corante € o lodo ou
simplesmente de processos de equilibrio hidrofébico. Os corantes
hidrofébicos e com grupos carboxilados sdo completamente adsorvidos; sendo
que as moléculas de carater hidrofilico ficam na fase aquosa.

Certos esquemas de tratamento podem ser aplicados em algumas
industrias que empregam um ou dois tipos de corantes, mas ndo para todas ou

para aquelas que apresentam em seus efluentes uma mistura de corantes
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(BANAT et al, 1996). Nesse trabalho observou-se uma consideravel
descoloracdo dos meios contendo a combinacdo de corantes sintéticos € a
combinacdo de corantes naturais, podendo as condi¢cdes e métodos ora
descritos oferecerem consideravel contribui¢do na area.

Nessas analises de espectrofotometria de varredura, ocorreu um
aumento nos valores da absorbancia na maioria dos meios por Pleurotus sajor
caju (020) e Phanerochaete chrysosporium, depois que estes alcancaram o
mais baixo valor de descoloragdo, o que nos leva a sugerir que possa ter
ocorrido a formag¢do de uma molécula mais complexa, talvez por um

mecanismo de repolimerizagao.

5.8- Determinacao da degradacido dos corantes

Para a determinacdo da degrada¢do dos meios de cultivo contendo
os corantes utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por
ser uma técnica ideal para determinacdes de ndo volateis, termicamente
estaveis e compostos de alto peso molecular (anexos 2). Nao foi possivel a
realizacdo de CLAE no efluente e na combinagéo de corantes naturais devido
a presenca do corante urucum oleossoluvel, o qual poderia danificar a coluna
cromatografica e na combinac¢@o de corantes sintéticos devido aos diferentes

solventes utilizados para os mesmos.
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Os dados encontrados apos a utilizacdo da CLAE séo praticamente
coerentes com o0s encontrados para as analises de espectofotometria de
varredura. A degradacdo dos corantes chrome azurol S (Figura 25), new
coccine (Figura 26), orange G (Figura 27) ocorreu mais rapidamente para o
fungo Phanerochaete chrysosporium, observando-se maiores taxas de
degradacéo desses corantes no 4° dia de crescimento deste fungo. Em relacédo
ao fungo Pleurotus sajor caju (020) a degradacio de chrome azurol S ocorreu
somente no 10° dia e de orange G e new coccine no 8° e 12° dia de
crescimento, respectivamente. Para o corante carmim (Figura 28),
Phanerochaete chrysosporium demonstrou maior degradagdo no 6° dia de
crescimento e Pleurotus sajor caju (020) somente no 12° dia. A degradagdo do
urucum (Figura 29) aconteceu de modo similar para ambos os fungos,
alcangando praticamente as mesmas taxas de degradacio no 8° dia de

crescimento.
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Figura 26: Grafico do cromatograma do meio 1 contendo o corante chrome

azurol § durante 12 dias de crescimento dos fungos Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus sajor caju (020).
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Figura 27 Grafico do cromatograma do meio 1 contendo o corante new coccine
durante 12 dias de crescimento dos fungos Phanerochaete chrysosporium e
Pleurotus sajor caju (020).



manogEosInG sasdamensd O

(]

o

IchenirA L

St



100
9047 |
= L]
> 80
E 70¢1
|g 60 _/ E
8 50
£ 401" ] _
O 30 |
S 2071 5
1047
0 g ; .
2 4 6 8
Dias de crescimento
O Controle Phanerochaete chrysosporium O Pleurotus sajor caju (020)

Figura 28: Grafico do cromatograma do meio 1 contendo o corante orange GG

durante 12 dias de crescimetno dos fungos Phanerochaete chrysosporium e
Pleurotus sajor caju (020).
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Figura 29 Grafico do cromatograma do meio 1 contendo o corante carmim
durante 12 dias de crescimetno dos fungos Phanerochaete chrysosporium e
Pleurotus sajor caju (020).
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Figura 30: Grafico do cromatograma do meio 1 contendo o corante urucum
hidrossoluvel durante 12 dias de crescimento dos fungos Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus sajor caju (020).

A variag¢do na complexidade da estrutura dos diferentes corantes ¢
um dos fatores que influencia a capacidade de degradacdo. A degradacdo e a
adsor¢do ao micélio dos fungos sdo importantes processos para a remogao de
corantes dos efluentes domésticos e industriais, sendo investigados com maior
atencdo nos altimos anos.

YOUNG & YU (1997) relatam a dificuldade em remover o corante
adsorvido ao micélio. Desse modo afirmam que a descoloragdo ¢ devida a
adsor¢do e degradagdo. Em nove dias Trametes versicolor removeu 92,8% do
indigo carmim e Phanerochaete chrysosporium 29,8% em meio liquido.

ZHENG et al., (1999) estudaram a descoloragao de corantes

poliméricos por uma nova cepa de Penicillium (ATCC 74414) isolada.
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Observaram que houve descoloragdo rapida do corante polimérico R-478, mas
a cor foi langada subseqiientemente da massa micelial no meio depois de 2-3
dias, indicando que pode ter havido adsor¢do pelo micélio. Em contraste, a
cepa descoloriu continuamente o corante polimérico S-119. O corante era
inicialmente adsorvido sobre o micélio e subseqiientemente descolorido sem
ser lancado ao meio. Parece que o processo de descolora¢do envolveu
inicialmente adsor¢do ao micélio e depois biodegradagdo por metabolismo
microbiano € descoloragao.

Baseando-se no trabalho de ZHENG et al., (1999) o aumento nos
valores da absorbéncia na maioria dos meios por Pleurotus sajor caju (020) e
Phanerochaete chrysosporium, depois que estes alcangaram o mais baixo
valor de descoloragdo, pode ser um indicio de adsor¢do do corante a massa
micelial e este pode ter sido subseqientemente lancado ao meio. Entretanto,
ndo se deve deixar de considerar que possa ter acontecido um mecanismo de
repolimerizac¢éo.

Na maioria dos corantes presentes no meio 1, com o decorrer do
tempo ocorreu a descoloragdo do micélio, € a nova massa micelial ndo
apresentou cor; isso evidencia a absor¢do do corante adsorvido com

degradacéo do grupo cromoforo.
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VI- CONCLUSOES

No presente trabalho o acompanhamento por 12 dias dos frascos de
ensaio revelou o crescimento de ambos os fungos testados em todos os
corantes € em efluente industrial. Observou-se entretanto, um maior
crescimento de Pleurotus sajor caju (020) na combinagdo de corantes
naturais.

O pH aumentou no meio 1 (cerca de 1 unidade) por Pleurotus sajor
caqju (020) independentemente do corante utilizado. Ocorreu uma leve
diminui¢do no efluente industrial por Pleurotus sajor caju (020) e um leve
aumento por Phanerochaete chrysosporium. No entanto, o pH aparentemente
ndo teve efeito nos corantes ou no seu espectro de absorgao.

O teste de DQO apresentou resultados semelhantes para os dois
fungos no efluente industrial, sendo a maior reducdo para Phanerochaete
chrysosporium 74% contra 69% de Pleurotus sajor caju (020). A maior
reducdo das taxas de DQO para o meio 1 foi por Pleurotus sajor caju (020)
nos corantes azo € na combinacdo de corantes sintéticos.

As andlises enzimaticas revelaram que ambos os fungos exibiram

atividades ligninoliticas que variaram com o corante utilizado para o
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crescimento. Houve maior producdo de peroxidase e lacase nos dois
substratos (o-dianisidina e siringaldazina) por Pleurotus sajor caju (020).

A descoloracdo dos corantes sintéticos ¢ da combina¢do desses
corantes ocorreu mais rapidamente para o fungo Phanerochaete
chrysosporium. Para o corante carmim, Phanerochaete chrysosporium
demonstrou mais intensa e mais rapida descoloragdo. A descoloracdo do
urucum hidrossolivel aconteceu de modo similar para ambos os fungos com
desempenho levemente superior da linhagem de Pleurotus sajor caju (020).
Phanerochaete chrysosporium ndo apresentou capacidade de descoloracdo no
efluente, entretanto, houve excelente descoloracio do meio contendo a
combinag¢do dos corantes naturais e do efluente por Pleurotus sajor caju (020)
no 2° dia de crescimento. Tanto no meio 1 quanto no efluente todos os
corantes sofreram adsor¢do em alguma extensdo por ambos os fungos. Os
dados encontrados em CLAE s#3o coerentes com 0s encontrados para as
analises de espectrofotometria de varredura.

Todos os corantes foram descoloridos em alguma extensdo pelos
fungos estudados. A eficiéncia de remocdo da cor variou de 50% a 100%.
Algumas descoloragdes foram extremamente rapidas entretanto, alguns

corantes foram resistentes a descoloragao.
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Os resultados ora descritos sugerem que € possivel, com a
descoloragdo do residuo liquido de efluentes das industrias de corantes através
da acdo das enzimas de Pleurotus sajor caju (020) e Phanerochaete
chrysosporium, diminuir a descarga poluente referente a presengca dos
corantes.

O emprego desses fungos de podriddo branca justifica-se pela sua
capacidade biodegradativa com a producdo de varias enzimas hidroliticas e
oxidativas, além de apresentar intimeras espécies largamente difundidas em
todo o planeta, principalmente em regides tropicais € subtropicais.

Os diferentes potenciais de degradacdo entre os dois basidiomicetos
testados podem indicar uma possivel consorciacdo entre eles em sistema de
tratamento, como maneira de acelerar a remocdo da cor em efluentes
industriais ou também podem ser adotados como um pré-tratamento na
descolorag¢do, combinado com sistemas de tratamento convencionais para
reduzir a DQO. Os experimentos apresentados sugerem que 0S corantes

podem servir de fonte de carbono para os fungos basidiomicetos estudados.
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CLAE : Fase movel — Tampao fosfato/metanol (3:1) pH 6,8

B: Controle Phanerochaete chrysosporium 4 dias de crescimento
C: Amostra Phanerochaete chrysosporium 4 dias de crescimento
D: Controle Pleurotus sajor caju (020) 12 dias de crescimento

E: Amostra Pleurotus sajor caju (020) 12 dias de crescimento

A: Padrdo do corante New Coccine (100 mg/L)



ZL ON ¥ ZL 00N

e .. "
1 OHN s = s

RISOUIR - [9AN[OSSOIPIY WNonIf) - HM
3[OTNUOD - [SAN[OSSOIPTY WINANI() - DH()

BIISOWIR - WIULR)) - D)

A[OUO0D - WIULIR)) - D))

RHSOUIR - § JOINZD 2UOAY)) = )

2[ONUOD - § J04NZY 2wOY) = DY)

BISOWE - 1) 23Un4() - HO

a[oNuod - £ 23uv4() - DHO

BIISOWIR - 2U1D000 M2N - DN

A[ONUOD - 2102 MAN - DDON

BIJSOTUR - SOJMIUIS SAUBIOD AP OpdeUIquIo)) - SN
2]01UOD - SOINAUIS SIJUBIOD 2P Opdeurquio)) - DS
(QULET{REENB)

ap eIp ov 9puodsaLiod S0)0) SEU OEIBIIWNY B ) (epudddry
win140dsosdayd 2120Y2042UvY J



0z0d 0z0d = e
8 SN 8090 0204 srid 8 90 820N

ovou _ o 89N

oun7 :

i1 : 0zod Sl e 0z0d
ZL NW "z ZLONW  zLHN e ZLOHN
BISOUIE - STRINJEU SAIUBIOD 9p OBSBUIqUIO)) - N
S[OIIUOO - STRINIBU SAIUBIOD 3P 0BILUIqUIO)) - INJA
BIISOWR - [SAN[OSSOIPIY WNONI() - H)
Q[OTUOD - [SAN[OSSOIPTY WnoNIN - D
BISOWR - WIULR)) - )
2[0NUO0D - WIWIR)) ~ D))
BIISOWR - § JOUNZD 2WOAY)) = Y1)
J[ONUOD - § J04NZD 2UOAY)) - DV D)
BISOWE - 1) 23Uni() - DO
a[oNU0d - N 23UPL(O) - DD
BIJSOUWIR - 2U1D000 MAN - DN
A[ONUOI - 2U1202 MAN - DIN
BISOWE - SOOIJPIUIS SAURIOD ap Opdeuiquio)) - SN
2[01UOD - SOOUIIUIS SIJUBIOD AP OgdeuIquio)) - DSIN
(0yuaWIIISAID
ap eIp oe Ipuodsa.Liod S0J0) SBU OBILIIWNY € ) (BPUaZa|
(0z0) nvo 4olbs snjoanayg




