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Resumo

WESTPHAL, Luciana. Degradagdo de corantes reativos por biocatalisadores
enzimaticos. Pré-projeto de TCC. Bacharelado e Licenciatura em Quimica

Tecnologica. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2014.

As industrias téxteis produzem grandes volumes de efluentes, com elevada carga
organica e coloragéo. Estima-se que 15-20% do volume de corantes adicionados aos
processos sejam descartados como residuos. Os corantes utilizados pela industria
téxtil apresentam caracteristicas como a resisténcia a exposicao a luz e a muitos
produtos quimicos e ndo perdem a cor facilmente devido a sua estrutura complexa e
origem sintética, o que os torna dificeis de serem degradados além de apresentarem
natureza toxica e impactos no ambiente. A aplicagdo de enzimas como
biocatalisadores na degradacéo de corantes sintéticos € uma alternativa promissora,
considerando que € um processo ambientalmente correto, pois enzimas sao
biodegradaveis, ndo geram lodo e podem mineralizar varios corantes, e que tem
demonstrado ser eficiente em estudos realizados em escala laboratorial em diversas
condicBes. Neste trabalho foram realizados testes de otimizacdo de producédo de
lacase por cultivo liquido e estatico a 28°C do Trametes sp. e Pycnoporus sp. em
cultivo isolado e co-cultivo, utilizando-se como residuo lignino celulésico a casca de
arroz em diferentes massas e granulometrias. Os extratos enzimaticos brutos obtidos
foram utilizados na biodegradacdo dos corantes téxteis Amarelo Reativo HE4R e
Preto Reativo 5 em regime estatico a (40 + 2) °C em diferentes condi¢des de
concentracéo de corante e atividade enzimética, com e sem a presenca do mediador
quimico &cido 4-hidroxibenz6ico em dois meios reacionais (aquoso e tampao de
acetato de sodio). A utilizacdo dos extratos enzimaticos mostrou-se eficiente na
degradacéo do corante Preto reativo 5 para diferentes condi¢cdes analisadas, porém

apresentou baixa eficiéncia na degradacao do corante Amarelo Reativo HE4R.

Palavras-chave: Corantes reativos; catalise enzimatica; biorremediacao;

biocatalizadores.



Abstract

WESTPHAL, Luciana. Degradagdo de corantes reativos por biocatalisadores
enzimaticos. Pré-projeto de TCC. Bacharelado e Licenciatura em Quimica

Tecnologica. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2014.

The textile industries produce large volumes of effluents with high organic charge and
staining. It is estimated that 15-20% of the volume of dye added to the processes are
discarded as waste. Dyes used for the textile industry have characteristics as
resistance to light exposure and to many chemicals and will not discolor easily due to
their complex structure and synthetic origin, which makes them difficult to be degraded
it also have a toxic nature and impact in the environment. The application of enzymes
as biocatalysts in the degradation of synthetic dyes is a promising alternative,
considering that it is an environmentally friendly process, because enzymes are
biodegradable, do not generate sludge and can mineralize more colorants, and has
been shown to be effective in conducted in laboratory scale studies under various
conditions. This work carried out laccase production optimization and testing by the
liquid static culture at 28 ° C of Trametes sp. and Pycnoporus sp. in isolated culture
and co-cultivation, using as cellulosic lignin residue rice husk in different particule sizes
and masses. Crude enzyme extracts obtained were used in biodegradation of textile
dyes Yellow Reactive HE4R and Black Reactive 5 in static regime (40 = 2) ° C at
different conditions of dye concentration and enzymatic activity with and without the
presence of chemical mediator acid 4-hydroxybenzoic in two reaction media (aqueous
and sodium acetate buffer). The use of the enzyme extract was efficient in the
degradation of Reactive Black 5 dye for different conditions analyzed, but showed low

efficiency in the degradation of the dye Reactive Yellow HE4R.

Keywords: Reactive dyes; enzymatic catalysis; bioremediation; biocatalysts
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1 INTRODUCAO

O setor téxtil representa uma parcela importante na economia mundial devido,
principalmente, a grande demanda por produtos fabris coloridos. Como resultado
desta procura tem-se a geracao de grandes volumes de efluente, que € composto
principalmente por banho residual de tingimento e aguas de lavagem (Bastian, et al.,
2009). Esse efluente possui coloracdo e carga organica elevada e pode ser
considerado como um dos tipos mais prejudiciais gerados pela industria devido ao
impacto ambiental causado ao ecossistema dos corpos hidricos (Cisneros R. L. & 1.,
2002). Outras caracteristicas relacionadas ao efluente da industria téxtil sdo a
toxicidade e, em alguns casos, mutagenicidade, tornando-se prejudiciais ndo apenas

ao meio ambiente como também aos seres humanos (Peixoto, et al., 2013).

Entre os diversos tipos de corantes utilizados na industria téxtil os de maior
destaque sdo os corantes reativos, por serem 0s mais utilizados em todo o mundo.
Os corantes do tipo reativo tém como principal caracteristica a presenca de um grupo
cromoéforo e um grupo reativo em sua estrutura molecular, sendo derivado desta
caracteristica o nome desta classe de corantes. Sdo empregados no tingimento de
algodao, 1a e tecidos de outras fibras celuldsicas além de serem altamente solGveis

em agua (Souza, 2006)

Os corantes téxteis sdo compostos quimicos complexos e de dificil degradacéo.
As técnicas comumente utilizadas para o tratamento do efluente téxtil sdo baseadas
em processos de coagulacdo e adsorcdo, porém apresentam baixa eficacia na
remocao da cor e reducdo da toxicidade deste tipo de efluente e podem gerar uma
guantidade significativa de lodo (Peixoto, et al., 2013). Ndo existe uma metodologia
gue seja universalmente utilizada para o tratamento de efluentes téxteis, isso se deve
a grande variedade de estruturas desses compostos. Varias técnicas vém sendo
desenvolvidas para degradacdo de corantes téxteis, entre elas pode-se citar os
tratamentos biologicos que apresentam grande potencial de remoc¢ao de cor (Guaratini
& Zanoni, 2000).
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Dos diversos organismos empregados na degradacao de corantes téxteis os fungos
Sao 0s que apresentam maior potencial e podem ser aplicados in vivo ou imobilizados.
Os fungos promovem a degradacdo dos corantes de efluentes téxteis através de 3
mecanismos distintos, sendo estes a bioacumulacéo, a biossor¢éo e a biodegradacao
(Gaylarde, et al., 2005).

A biodegradacéo € um processo que envolve a degradacéo do corante por via
enzimatica envolvendo consumo de energia. Quando ocorre a quebra completa da
molécula com a producdo de &gua e didxido de carbono e outros subprodutos
inorganicos tem-se a mineralizagcado. Os chamados fungos da podriddo branca (FPB)
sao basidiomicetos capazes de degradar e mineralizar uma vasta gama de compostos
xenobidticos e recalcitrantes devido a seu sistema enzimatico oxidativo composto de

varias enzimas chamadas de enzimas lignino-modificadoras (Salvi, 2011).

Os FPB possuem um sistema lignolitico extracelular que produz enzimas como
a Manganés peroxidase (MnP), Lignina peroxidase (LiP) e Lacase (Lac) que devido a
sua baixa especificidade estdo envolvidas na degradacdo de varios compostos
xenobibticos como corantes, pesticidas, bifenilclorados (BPCs) e hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (HPAs) (Peixoto, et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade de enzimas ligninoliticas, de diferentes espécies de fungos
basidiomicetos, como biocatalisadores para a degradacao de 2 diferentes corantes

téxteis do tipo reativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e selecionar fungos basidiomicetos, em técnicas de cultivo liquido estéatico e

submerso, para a producéo e aplicacdo de enzimas ligninoliticas na degradacéo de

corantes téxteis do tipo reativos;

- Testar a influéncia da presenca de mediadores redox no processo enzimatico de

biodegradacao dos corantes;

- Avaliar a eficiéncia da degradacdo de corantes sintéticos do tipo reativos pelos

biocatalizadores enziméticos produzidos em escala laboratorial.
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3 JUSTIFICATIVA

Os problemas ambientais podem ser gerados em ar, agua ou solo, sendo a
contaminacao da agua uma das maiores preocupacdes, principalmente quando ocorre
a contaminacao de fontes de agua doce e reservas do lencol freatico. O setor téxtil
possui grandes parques industriais instalados por todo o mundo, gerando grandes
volumes de efluente que se n&o forem devidamente tratados antes de serem liberados
nos corpos hidricos podem ocasionar problemas de contaminacdo ambiental de

grandes proporcdes.

Para proteger o meio ambiente e a salde da populacédo tem sido criadas Leis e
Normas mais rigorosas quanto ao descarte de efluente que tenha potencial para
causar problemas ambientais. Exigindo-se que as empresas se responsabilizem por
tratar adequadamente o efluente gerado para que seja liberado apds tratamento
adequado. Tendo em vista 0 aumento do rigor nas legislagées pode-se citar o projeto
de Lei n° 333, de 2012, aprovado em julho de 2013, determina a classificacdo dos
corantes como contaminantes ambientais. Este projeto de Lei, que foi aprovado na
Assembleia Legislativa e estd aguardando sancdo do governador, proibe o
lancamento de efluentes que contenham corante, em rios, lagos, represas e demais
corpos de agua doce do Estado de Sédo Paulo. No estado do Parana ainda ndo ha
uma legislacdo especifica quanto ao descarte deste tipo de efluentes, porém a

necessidade de tratar adequadamente a 4gua vem crescendo gradativamente.

Efluentes contendo corantes sédo considerados 0s mais prejudiciais ao
ecossistema aquatico, pois a cor resultante afeta a transmissao de luz dentro da
coluna d’agua causando modificagdes no equilibrio do ecossistema, além disso, a
presenca de compostos recalcitrantes pode ocasionar doencas, mutacdes genéticas

e ter efeitos toxicos, ndo somente a fauna e a flora, mas também aos seres humanos.

Considerando as dimensodes do problema faz-se necessario ressaltar também que
0S corantes téxteis sdo projetados para que sejam resistentes a luz, temperatura,
agua, detergentes, produtos quimicos, sabdo e outros parametros, tais como agua
sanitaria e transpiracdo. O tempo de meia vida do corante hidrolisado Azul Reativo 19

é de 46 anos a pH 7 e 25°C, por exemplo.
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Os tratamentos utilizados atualmente pela industria téxtil sdo fundamentados nas
técnicas de coagulacao e floculacdo, que apresentam elevada remoc¢do do material
particulado, no entanto a remocdo de cor e compostos organicos dissolvidos é
deficiente. Em vista de todos esses fatores novas formas de tratamento tém sido
desenvolvidas para a remoc¢do dos corantes, entre essas técnicas encontram-se 0s
tratamentos bioldgicos e o uso de enzimas para biocatalisar reacdes de degradacao,
no processo chamado de bioremediacdo. As vantagens potenciais dos processos
enzimaticos sobre os tratamentos convencionais sdo: a aplicacdo em materiais
recalcitrantes, atuagédo em concentracdes altas e baixas dos contaminantes, atuagao
num amplo espectro de pH, temperatura e salinidade, a auséncia da necessidade de

aclimatizacao de biomassa e o facil controle de processo (Duran & Esposito, 2000).
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 A INDUSTRIA TEXTIL E O EFLUENTE GERADO

A induastria téxtil € um importante setor da economia, apresentando um alto
crescimento nos ultimos anos. No entanto, como consequéncia desse aumento,
efluentes industriais potencialmente toxicos também séo gerados em quantidades
elevadas, sendo assim um potencial contribuinte a degradacdo do meio-ambiente
(Zollinger, 1987). A implementacdo de leis e normas ambientais cada vez mais
restritivas e a criagdo de mercados mais competitivos vém exigindo que as empresas
sejam mais eficientes do ponto de vista produtivo e ambiental (CETESB e SindiTéxtil,
2009). Segundo dados do Instituto de Estudos e Marketing Industrial (IEMI), no ano
de 2010 o maior produtor de téxteis foi a China com uma producdo de 38.561 mil
toneladas, que representa 50,7% da producdo mundial enquanto que o setor téxtil
brasileiro ocupa o quinto lugar, com uma producao de 2.249 mil toneladas. As aguas
residudrias coloridas provenientes da industria téxtil sdo consideradas como as mais
poluidas entre todos os setores industriais e mais de 100.000 diferentes corantes e
pigmentos téxteis sdo utilizados em comum em todo o mundo (Robinson, et al., 2001).
A producdo total de corantes no mundo € estimada em 800.000 ton/ano
(Ganodermaieri, et al., 2005) e 26.500 t somente no Brasil (Guaratini & Zanoni, 2000).

As industrias téxteis consomem grandes volumes de agua e produtos quimicos
no processamento Umido de tecidos (Banat, et al., 1999). E estimado que pelo menos
10-15% dos corantes téxteis sédo perdidos durante o processo de tingimento e que de
2-20% destes séo diretamente descarregados como efluente aquoso em diferentes
compartimentos ambientais (Jin, et al., 2007). Os efluentes téxteis caracterizam-se por
serem altamente coloridos, devido a presenca de corantes que ndo se fixam na fibra
durante o processo de tingimento (Kunz, et al., 2001). No corpo hidrico a cor interfere
na transmissao da luz solar para dentro da corrente de agua e, prejudica a atividade
fotossintética das plantas presentes nesse ecossistema. Além disso, a oxidacéo
biologica desse material consome o oxigénio dissolvido existente, prejudicando a
atividade respiratOria dos organismos vivos e, em consequéncia, causa o0 aumento da

demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (Silvera & Santanna, 1990). A remocé&o de
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corantes de efluentes industriais é uma tarefa complexa, porque, em geral, eles sdo

estaveis e de dificil degradacéo.

As técnicas de tratamento utilizadas atualmente baseiam-se em processos de
coagulagcdo, seguidos de separagdo por flotagdo ou sedimentagdo. O sistema
apresenta uma eficiéncia relativamente alta, permitindo a remocédo de
aproximadamente 80% da carga de corantes, infelizmente, o problema relacionado
com o acumulo de lodo torna-se critico, uma vez que o teor de corantes adsorvido é
bastante elevado, impedindo qualquer possibilidade de reaproveitamento (Kunz, et al.,
2001). Esses processos em geral sdo caros e possuem eficiéncia limitada além de
gerarem um residuo que também necessita de tratamento (Peixoto, et al., 2013).
Devido estes fatores, novas tecnologias tém sido buscadas para a degradacdo ou
imobilizacdo destes compostos em efluentes téxteis que sejam mais eficientes e de
baixo custo. Numerosos processos tém sido propostos para o tratamento de efluentes
coloridos como precipitacdo, floculacdo, coagulacdo, adsorcéo e oxidacéao (Robinson,
et al., 2001). Assim sendo, tem crescido o interesse por processos biotecnolégicos
que visem diminuir o alto custo do tratamento destes efluentes e que sejam realmente
eficientes (Khelifi, et al., 2008).

4.2 CORANTES TEXTEIS

A tecnologia moderna no tingimento consiste de duzias de etapas que séo
escolhidas de acordo com a natureza da fibra téxtil, caracteristicas estruturais,
classificacdo e disponibilidade do corante para aplicacdo, propriedades de fixacéo
compativeis com o destino do material a ser tingido, considerac6es econbmicas e
muitas outras (Zollinger, 1987). Muitos corantes séo de dificil remog¢&o devido a sua
estrutura complexa e origem sintética (Robinson, et al., 2001). De modo geral os
corantes utilizados na industria téxtili sdo projetados para ser resistentes ao
desbotamento pela exposicdo a luz, suor, agua, produtos quimicos, incluindo muitos
agentes oxidantes, e ataque microbiano (Wesenberg, et al., 2003). Por exemplo,
estudos mostram que o tempo de meia vida do corante hidrolisado Azul Reativo 19 é
de 46 anos a pH 7 e 25°C (Chequer, et al., 2013)
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A molécula do corante utilizada para tingimento da fibra téxtil pode ser dividida
em duas partes principais, o grupo cromoforo e a estrutura responsavel pela fixacao
a fibra (Kunz, et al., 2001). A forma de fixacdo da molécula do corante a essas fibras
geralmente é feita em solucdo aquosa e pode envolver basicamente 4 tipos de
interagdes: ligagdes idnicas, de hidrogénio, de Van der Waals e covalentes (Guaratini
& Zanoni, 2000).

A classificacao dos corantes pode se dar pelo tipo de fibra ao qual € designado,
pelos métodos de aplicacdo no substrato ou de acordo com a sua estrutura quimica.
Os principais grupos de corantes classificados pelo modo de fixagdo s&o os corantes
reativos, diretos, azoicos, acidos, corantes a cuba, de enxofre, dispersivos, pré-
metalizados e branqueadores (Guaratini & Zanoni, 2000). Dentre eles, destacam-se
0s corantes reativos que sédo os mais utilizados em nivel mundial e assim chamados
devido a sua capacidade de formarem ligacbes covalentes com a fibra (Kunz, et al.,
2001). Os principais tipos de corantes reativos contém a fungcdo azo e antraquinona
como grupos cromoforos (Figuras 1 e Figura 2) e os grupos clorotriazinila e

sulfatoetilsulfonila como grupos reativos (Guaratini & Zanoni, 2000).

SO,Na
SO;Na e
CO YA
= N r\YJ
W -
———

A A

Figura 1. Estrutura do corante Vermelho congo contendo grupos croméforos azo (A). Fonte: Adaptado de
Bergamini et al, 2005.
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Figura 2. Estrutura do corante RB4 contendo grupo cromdéforo antraquinona (B). Fonte: Adaptado de Guaratini e
Zanoni, 2000.

4.3 CORANTES REATIVOS

Sao corantes contendo um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar ligacéo
covalente com grupos hidroxila das fibras celuldsicas (Figura 2), com grupos amino,
hidroxila e tiéis das fibras proteicas e também com grupos amino das poliamidas
(Guaratini & Zanoni, 2000). Nesta classe de corantes, a interacdo com a fibra é feita
através de uma ligacao covalente onde o grupo nucleofilico do corante é substituido
pelo grupo hidroxila da celulose (Souza, 2006), a figura 3 apresenta um exemplo desta
interacao.

Existe uma grande variedade de tipos de corantes reativos, entretanto aqueles
que possuem como grupos cromoforos as fungdes azo e antraquinona e como grupos
reativos clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila sdo os principais representantes (Fleck,
2011).

Este grupo de corantes apresenta como caracteristica uma alta solubilidade em
agua e o estabelecimento de uma ligacdo covalente entre o corante e a fibra, cuja
ligacdo confere maior estabilidade na cor do tecido tingido, quando comparado a
outros tipos de corante em que o0 processo de coloragdo se opera atraves de ligacdes

de maior intensidade (Cerqueira, 2006).
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Figura 3. Exemplo de interac@o covalente entre o grupamento reativo do corante e o grupamento hidroxila da
celulose da fibra. Fonte: Adaptado de Guaratini e Zanoni, 2000.

4.4  BIORREMEDIACAO

Biorremediacdo é o uso de organismos vivos em tratamento de ambiente
contaminado para reduzir a concentracao dos poluentes a niveis ndo detectaveis, nao
toxicos ou aceitaveis, isto é, dentro dos limites estabelecidos pelas agéncias de
controle ambiental (Salvi, 2011); (Kumar, et al., 2011). Os compostos contaminantes
sao transformados por estes organismos vivos devido a rea¢des que ocorre Como uma

parte de seu processo metabdlico (Kumar, et al., 2011).

Os processos biolégicos de descontaminagcdo enquadrados na categoria de
bioremediacdo utilizam organismos autéctones (do préprio ambiente) ou aléctones
(introduzidos no ambiente, em estado nativo ou geneticamente modificados) com a
capacidade de degradar xenobiéticos, resultando em produtos de degradacdo com
estrutura menos recalcitrante em relacdo a molécula original, ou na mineralizacéo do
xenobidticos, produzindo compostos quimicos simples (Castellani, 1939) (Gaylarde,
et al., 2005). Processos otimizados podem ser conduzidos no proprio local (in situ), ou
fora dele (ex situ), implicando assim na remoc¢ao do material contaminado (Boopathy,
2000).

Os fatores que influenciam na velocidade de degradacao (acelerando ou

reduzindo) séo:

- Fisicos: A natureza fisica da matriz onde o composto € encontrado (solo, agua, ar),

temperatura e luz.
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- Quimicos: Composicdo quimica da matriz ambiental que define a capacidade
nutritiva, pH, umidade, teor de oxigénio dissolvido, potencial redox do meio,
composicao e estrutura quimica, presenca de metais pesados e a presenca de outros

xenobidticos.

- Biologicos: Presenca de populagdes de microrganismos e co-metabolismo (ocorre

guando o composto € apenas parcialmente degradado, por uma ou mais enzimas de
uma rota catabdlica sem que o produto resultante contribua para a sobrevivéncia do

micro-organismo) (Gaylarde, et al., 2005).

45 FUNGOS DA PODRIDAO BRANCA

Em geral, os fungos que decompdem substancias lignocelulésicas ocorrem no
solo, colonizando vegetais, suas raizes e residuos possuem importante funcéo de
reciclagem de nutrientes (Filho, 2008). Os fungos basidiomicetos sdo incluidos
taxonomicamente no Filo Basidiomycota do Reino Fungi. Morfologicamente sao
caracterizados como fungos que produzem esporos de origem sexuada em estruturas
especializadas chamadas basidios, onde ocorre a cariogamia e a meiose (Salvi,
2011). Os basidiomicetos desempenham papel fundamental na ciclagem de nutrientes
na natureza, principalmente no ciclo do carbono, na medida em que sé@o excelentes
degradadores de lignina, o segundo biopolimero mais abundante sobre a terra.
Também contribuem para a manutencdo do ciclo de outros elementos como
nitrogénio, fésforo e potassio, incorporados aos componentes insolluveis das paredes
celulares (Carlile & Watkinson, 1996).

Fungos que degradam madeira séo classificados em trés grupos: fungos da
podriddo branca (FPB) (do inglés white rot fungi — WRF), que sédo capazes de degradar
todos os componentes da madeira; fungos da podriddo parda ou marrom, que
degradam preferencialmente os polissacarideos; fungos da podriddo suave, que
degradam a lignina e os polissacarideos, mas de maneira bem mais lenta do que 0s
outros (Duran & Esposito, 2000); (Melo & Azevedo, 2008). Os basidiomicetos de
degradacédo branca sao caracterizados pela habilidade de degradar polimeros da
lignina em tecidos vegetais. A lignina € um polimero aromatico da parede celular
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vegetal que proporciona rigidez a célula, impermeabilidade, resisténcia microbiana e
possui uma biodegradabilidade restrita (Filho, 2008). Apesar de varios dos seus
aspectos ainda necessitarem de investigacdo, a degradacédo da lignina por fungos
basidiomicetos pode ser entendida como um processo multienzimatico resultante da
acdo coordenada de uma série de enzimas intra e extracelulares, do grupo das
oxidoredutases (representadas por peroxidases, lacases e outras oxidases produtoras

de perdxido de hidrogénio) e de metabdlitos intermediarios de baixa massa molecular.

Inicialmente pensava-se que a capacidade dos basidiomicetos em degradar
compostos xenobibticos devia-se a semelhanga entre as estruturas da molécula de
lignina e as moléculas de alguns compostos organicos sintéticos, principalmente os
compostos aromaticos. Atualmente sabe-se que a capacidade biodegradativa de
fungos de podriddo branca deve-se a presenca do sistema enzimatico ligninolitico
inespecifico, extracelular e de alto poder oxidante (Pointing, 2000); (Salvi, 2011).
Pode-se afirmar que a classe de microrganismos mais eficiente em degradar corantes
sintéticos sdo os fungos da podriddo branca, que possuem alta capacidade de
despolimerizacdo e mineralizacdo aerdbica de lignina. Sendo esta propriedade
baseada na capacidade dos fungos de degradacdo branca de produzirem uma ou
mais enzima lignino-modificadora extracelularmente, que devido a sua falta de
especificidade de substrato sdo capazes de degradar uma vasta quantidade de

xenobidticos (Wesenberg, et al., 2003).

4.6 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

As chamadas enzimas lignino-modificadoras ou modificadoras de lignina (do
inglés lignin-modifying enzymes — LME) sdo representadas principalmente pela
manganés peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP) e pela lacase (Lac). Este grupo
compde as principais enzimas responsaveis pela degradacdo de lignina em seu

ambiente natural assim como de uma vasta variedade de

Compostos xenobiéticos (Pointing, 2000). Alguns dos fungos da podriddo branca
produzem estas 3 enzimas, enquanto que outros produzem apenas uma ou duas

delas (Hatakka, 1994). As enzimas lignino-modificadoras s&o essenciais na
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degradacdo de lignina, entretanto na mineralizagéo geralmente ha o envolvimento de
enzimas adicionais, conhecidas como enzimas auxiliares (Wesenberg, et al., 2003).
Estas enzimas auxiliares (por si s6 ndo séo capazes de degradar lignina) séo glioxal
oxidase e superoxido desmutase para a producdo intracelular de peroxido de
hidrogénio (H202), um co-substrato para a LiP e para a MnP, assim como a glicose
oxidase, aril &lcool oxidase e celobiose desidrogenase envolvidos em circuitos de
retroalimentacao e ligando a degradacao da lignina com a degradacéo da celulose e

da hemicelulose na natureza (Leonowicz, et al., 1999) ;(Wesenberg, et al., 2003).

A base da néo especificidade das enzimas modificadoras de lignina encontra-
se na formacdo de radicais livres, muito reativos, passiveis de interacfes com
multiplos substratos. A degradacao da lignina, bem como xenobidticos recalcitrantes,
€ um processo complexo de oxidacdo, reducdo, metilacédo e hidroxilagdo que envolve
numerosos co-fatores de baixa massa molar, os quais podem servir como mediadores
de oxido-reducao (Niebisch, 2009). Isso permite a degradacéo de varios xenobibticos

com similaridades estruturais com a lignina (Domingues, 2009) (Figura 4).
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Figura 4.Similaridades estruturais entre um segmento da molécula de lignina e alguns corantes téxteis. Fonte:

Adaptado de NIEBISCH, 2009.
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Wesenberg et al. (Wesenberg, et al., 2003) lista uma série, mais ou menos
geral, de considera¢cfes que podem ser feitas acerca do uso de fungos da podridao

branca para bioremediacédo de compostos recalcitrantes:

- As ELM produzidas pelos fungos da podriddo branca sao produzidas durante seu
metabolismo secundério ja que a oxidacdo da lignina ndo fornece energia liquida para

o fungo;

- A sintese e secrecao dessas enzimas € frequentemente induzida por niveis limitados

de nutrientes (maioritariamente de carbono e nitrogénio);

- A producéo de LiP e MnP é geralmente otimizada com alta tenséo de oxigénio, mas

é reprimida com agitacdo de cultura liquida de WRF submersa, enquanto que a

producao de Lac é frequentemente reforcada por agitacéo;

- Frequentemente mais de uma isoforma das ELM s&o expressas por diferentes

condi¢Oes de taxa e cultura.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Isolamento, sele¢do e manuteng&o dos fungos basidiomicetos

O isolamento dos espécimes de fungos basidiomicetos foi realizado no
Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR) apos coleta de basidiomas de Pycnoporus sp. e Trametes sp. de madeira
em decomposicao, encontrados na regidao de Curitiba — Pr. O processo foi iniciado
com a limpeza fisica das amostras, lavando os basidiomas em solucdo de agua
deionizada e hipoclorito de sédio 0,01% e entdo enxaguado em agua deionizada e
seco para retirada do excesso de agua residual. Uma parte do micélio fungico foi
retirada com auxilio do bisturi e inoculado em placas de Petri de 90 mm contendo 30
mL de meio de cultivo PDA autoclavados a 121°C e 1,1 psi (procedimento padréao de
esterilizacdo), como apresentado na figura 5. As placas foram entdo incubadas em
estufa a 28°C por um periodo de 7 dias, para que entdo fosse refeito o plagueamento,
retirando da Placa de Petri original uma parte do micélio do espécime de interesse,
evitando a transferéncia de contaminacdes. Este procedimento foi repetido até que a

cepa estivesse completamente isolada (cultura axénica).

et

Inoculag@o em placa
de Petri estéril

Retirada do basidioma

Espéecime limpo

Figura 5. Processo de inoculagdo do basidioma retirado do espécime coletado da natureza

Durante o periodo de estudo foi observada uma reducéo gradativa na atividade
metabolica do fungo Pycnoporus sp. que ocasionou dificuldades no cultivo e

manutenc¢ao do fungo. Para sanar este problema foram feitos experimentos utilizando-
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se outros meios de cultivo para o repique. Todos os meios testados foram preparados
de acordo com as especificagdes do fabricante e esterilizados. Os meios de cultivo
foram preparados em placas de Petri de 90 mm contendo 30 mL do meio de cultivo

analisado, sendo estes listados abaixo:

e PCA (Plate Count Agar)

e AEM (Agar extrato de Malte)

e PDA com Caldo BHI (brain heart infusion)
e TSA (trypticase soy agar)

e Agar Nutriente

e PGA (Potato Glucose Agar)

Também foram testados os meios de cultivo PDA, PGA e PCA preparados nas
mesmas condicbes da analise anteriormente citada, contendo residuos
lignoceluldsicos. Os residuos foram testados em quantidades de 0,5, 1,5 e 2,5 g.
Foram avaliados dois tipos de residuos, casca de arroz e bagaco de cana-de-aclcar,
em diferentes granulometrias (triturados e inteiros). A Figura 6 apresenta os meios de

cultivo preparados contendo residuos lignoceuldsicos.
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Figura 6. Fotos dos meios de cultura preparados com residuos ligninocelulésicos. Sendo A casca de
arroz em po; B casca de arroz inteira; C Bagago de cana-de-acucar triturado; D bagaco de cana-de-
acucar em po

Foi avaliado também a viabilidade de utilizacdo dos residuos como meio de
cultivo para os fungos. Estes meios de cultivo foram preparados contendo residuos
lignoceluldsicos, em diferentes granulometrias, e solu¢cdo aquosa de glicose 10 g/L
para umedecer 0 meio e servir como nutriente para 0os espécimes inoculados. Estes
meios de cultivo foram preparados em erlenmeyers de 100 mL, contendo massas de
1, 3 e 5g de casca de arroz, esterilizados e entdo inoculados com 2 plugs de agar de
3 mm de didmetro, contendo o fungo de interesse. Os erlenmeyers foram colocados
em estufa por 7 dias a 28°C e os meios foram umidificados a cada 2 dias com 1 mL

da solucéo de glicose previamente esterilizada.

A metodologia de preservacgao escolhida foi o método de Castellani (Castellani,
1939) (Rodrigues, et al., 1992), que consiste na preservacao do fungo em agua
deionizada estéril. Foram colocados 15 mL de 4gua deionizada em frascos de vidro

transparentes com tampa de borracha, esterilizados. A inoculagéo foi realizada com 5
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plugs de agar de 3 mm contendo o fungo a ser preservado. Os recipientes foram
vedados e mantidos em temperatura ambiente e local iluminado, ap6s um periodo de
3 meses foi realizado uma analise para verificar a integridade do espécime. Um plug
de agar retirado do frasco de preservacédo foi inoculado em placa de Petri estéril
contendo meio de cultivo PDA, e incubado por 7 dias a 28°C. Um segundo teste com
Castellani foi feito utilizando a mesma metodologia de preparo, porém a estocagem
foi realizada em refrigeracdo, a 4°C. Apds 3 meses o0 mesmo procedimento foi feito

para analise de viabilidade e crescimento do espécime.

5.2 Producéo e extracdo das enzimas ligninoliticas

A producéo dos extratos enzimaticos foi realizada por cultivo liquido estatico em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura composto por
glicose (10 g/L), fosfato de potassio monobasico (3 g/L), sulfato de magnésio
heptahidratado (1,5 g/L) e peptona (0,5 g/L). A producdo de enzimas ligninoliticas foi
avaliada na presenca e auséncia de casca de arroz no meio de cultivo, em diferentes
granulometrias e massas. A figura 7 apresenta o procedimento de producdo dos

extratos enzimaticos.

Tubo de esaio para
mpp- retirada dos plugs
para o inoculo

@LS@

Erlenmeyer com meio liquido Facade Patdl contando Inoculago dos 4 plugs Incubagao estatica em

o : cepa jovem do estufa por 7 dias a 28°C
estéril (com ou sem residuo microorganismo 2 Plugs de cada espécime - Co-cultivo P

ligninocelulésico) 4 plugs de um dnico espécime - Cultivo isolado

Figura 7. Procedimento de producédo dos extratos enzimaticos

Realizou-se testes de producédo dos extratos enziméticos com e sem residuo de
casca de arroz e este em diferentes granulometrias e massas, sendo estas nas

qguantidades de 0,5g, 1,0qg, 1,59, 2,0g, 2,59 e 3,0g, como mostrado na figura 8. Os
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meios de cultivo foram autoclavados em procedimento padrao de esterilizacdo e
inoculados com 4 plugs de agar contendo o micélio dos fungos analisados. Analisou-
se a producao de enzimas lignocelulésicas nos extratos com o cultivo isolado do fungo
(Trametes sp. e Pycnoporus sp.) e com co-cultivo dos fungos (Trametes sp. e
Pycnoporus sp.). NA inoculacédo do cultivo isolado utilizou-se 4 plugs do fungo de
interesse e no co-cultivo foram utilizados 2 plugs de cada um dos fungos. Os
erlenmeyer foram entédo colocados em estufa a 28°C por 7 dias. Ao fim deste periodo
a biomassa e os residuos foram separados por filtracdo utilizando papel filtro
qualitativo como apresentado na figura 9. O filtrado foi entdo centrifugado a 3.400 rmp,
por 30 minutos utilizando-se centrifuga QUIMIS, para melhorar a separacdo da

biomassa. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico bruto.

Figura 8. Meios de cultivo liqguido com se sem adi¢@o de casca de arroz preparados para realizar a
inoculacao dos espécimes e obtencéo de extratos enzimaticos brutos.
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Figura 9. Processo de filtragdo para reten¢do grosseira de biomassa e obtengdo de extratos
enzimaticos brutos.

A producdo dos extratos enzimaticos foi realizada variando-se as seguintes

condi¢Oes para otimizacao na producéo das enzimas lignino-modificadoras:

e Tipo de fungo utilizado
e Cultivo isolado e co-cultivo
¢ Quantidade de residuos presentes

e Granulometria do residuo

5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A quantificacdo da atividade enziméatica foi realizada através dos ensaios de
atividade da lacase (Lac), atividade da manganés peroxidase (MnP) e da atividade da
lignina peroxidase (LiP).
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5.3.1 Atividade da lacase

A atividade da enzima lacase foi determinada utilizando-se espectrofotémetro
no comprimento de onda fixo de 420 nm, através do monitoramento da oxidacédo do

2,2'-azino-bis (3-etiltiazolina-6-sulfonato) (Hou, et al., 2004)

5.3.2 Atividade da Manganés peroxidase

Atividade enzima manganés peroxidase (MnP) foi avaliada pela oxidacdo do
MnSO4 1 mM em solucdo tamponada em pH 4,5 com o tampéo malonato de sddio
0,05 M e, na presenga de H202 0,1 mmol-L* (Wariishi, et al., 1992).

5.3.3 Atividade da lignina peroxidase (LiP)

O monitoramento da atividade da lignina peroxidase foi feito por medidas de
absorbancia utilizando um comprimento de onda igual a 310 nm, da oxidacédo do &lcool
veratrilico em tampéo tartarato 0,1 mmol-L, a pH 3 e, na presenca de H202 0,2
mmol-L* (Kirk, et al., 1984).

5.4  Avaliacdo da eficiéncia das enzimas lignino modificadoras na biodegradacéo
dos corantes

As caracteristicas de cada um dos corantes utilizados nas andlises de

biodegradacao séo apresentados abaixo:

e Amarelo reativo HE4R: Fornecido pela empresa QUIMISA, tem como

sinbnimos os nomes “Reactive Yellow 84” e “Reactive Yellow KE-4R”, possui
massa molar de 1.823,11 g-mol* e férmula molecular Cs7Hssl2N14NasO20Se. O
namero de registro CAS é 61951-85-7. A estrutura molecular do corante néo
pode ser obtida nem com a empresa responsavel pela doagéo do reagente.

e Preto reativo 5: Fornecido pela empresa Sigma Aldrich, tem como sinénimo os
nomes Dimi-raBlackB, Adizol Black B, Remazol Black B, e Begazol Black B,

possui massa molecular de 991,82 g-mol! e férmula molecular
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C26H21NsNasO19Se. O numero de registro CAS é 17095-24-8. A estrutura
molecular do corante Preto Reativo 5 € mostrada na figura 10.

Mat

O.f W P ]
0 o 0O o. IP
RO
0

Figura 10. Estrutura molecular do corante Preto reativo 5. Fonte: Chemical Book.

A determinacé&o do pico de absorcdo dos corantes avaliados foi realizada por
espectrofotometria de varredura de 350 — 700 nm utilizando espectrofotometro BEL,

de uma solucgédo aquosa de 30 mgL* do corante em agua deionizada.

Para verificar a eficiéncia das enzimas lignino-modificadoras na degradacao
dos cortantes téxteis foi feito um comparativo entre a quantidade de corante
inicialmente encontrada na amostra e ap6s o tratamento enzimatico, segundo a

equacéao 1.

__ Abs;—Absy ~
= —Absl * 100% Equacéo 1

Onde Absi é a absorbancia inicial observada na amostra e Abss é a absorbancia
final da amostra, apds o tratamento enzimatico aplicado.

Todas as analises foram realizadas em triplicata utilizando-se um tubo controle
contendo todos os reagentes, exceto 0s extratos enzimatico que foram substituidos
por agua deionizada, e um tubo de branco, contendo o mesmo volume utilizado de
enzima e agua deionizada para substituir os demais reagentes (corantes, tampao,
mediador). Para eliminacéo de turbidez gerada pela presenca de biomassa residual
ou formacé&o de precipitados de proteina, todas as amostras foram transferiadas para
ependorfs e centrifugadas por 30 min a 10.000 rpm.
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Para determinacdo da quantidade final de corante presente nas solugdes pos
teste foi preparada uma curva de calibracdo relativa & cada um dos corantes, para que

se pudesse converter absorbancia em mg/L de corante em solucéo.

Como cada extrato enzimatico bruto obtido possui uma atividade enzimatica
distinta, foi realizada uma padronizagdo do teste de degradacdo. Em cada tubo de
ensaio foi adicionado um volume de fixo de corante e um volume adequado de extrato
enzimatico, calculado para cada extrato, contendo atividade enzimatica pré-

determinada.

Foram avaliadas as condicdes de degradacao em estufa a (40 + 2) °C em meio

estatico para as seguintes condicdes:

e Presenca de tampdao de acetato de sédio 50mM pH 5
e Agua deionizada
e Diferentes concentracdes de atividade enzimatica

e Diferentes concentracdes de corante

Para averiguar o deslocamento do pico realizou-se uma varredura
espectrofotométrica na amostra pos tratamento para verificacdo do deslocamento das

bandas de absor¢édo no mesmo comprimento de onda avaliado anteriormente.

Uma analise utilizando a enzima desnhaturada pelo calor foi realizada para
verificar se a degradacao do corante foi em funcéo das enzimas ou algum metabdlito

presente no extrato enzimatico bruto.

5.5 Efeito dos mediadores quimicos

Estudos comprovaram que a presenca de alguns compostos, chamados
mediadores quimicos, afetam, de forma positiva, a eficacia de enzimas lignino
modificadoras em degradar compostos xenobidticos (Wesenberg, et al., 2003)
(Robinson, et al., 2001) (Asgher, et al., 2008).

Neste estudo foi avaliado a influéncia de um mediador quimico na degradacao
dos corantes analisados, sendo este o Acido 4-hidroxibenzdéico. Foram realizadas

analises contendo o corante e 0 mediador com as seguintes variaveis:
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e Presenca de tampéao de acetato de sédio 50mM e pH5
e Agua deionizada
e Diferentes concentracdes de atividade enzimatica

e Diferentes concentracdes de corante

O mediador quimico avaliado neste estudo foi o Acido 4-hidroxibenzoico, um
isbmero do acido salicilico, de numero de registro CAS 99-96-7, que tem peso
molecular de 138,12g-mol*, tem como férmula molecular HOCsH4CO2H. A figura 11

apresenta a estrutura molecular do Acido 4-hidroxibenzdico.

OH
HO

Figura 11. Estrutura molecular do mediador quimico utilizado, o acido 4-hidréxibenzdico

Para todas as analises contendo o mediador utilizou-se 1 mL de soluc¢éo 0,01

mol-L1 de &cido 4-hidroxibenzaico.

5.6 Avaliacdo da degradacéo e atividade enzimética em funcéo do tempo

Para avaliar o tempo necessario ao inicio da degradacéo e a taxa de remocéao
do corante foi escolhida a melhor condicdo alcancada na degradacao no periodo de
24 horas para o corante que apresentou melhor descoloracdo. A analise foi realizada
utilizando-se os tempos de 0 minutos, 30 minutos, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 e 24
horas. Estas mesmas analises foram repetidas para avaliar a atividade enzimética

nestes pontos.
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6 RESULTADOS

6.1 Isolamento, sele¢do e manutencao dos fungos basidiomicetos

O isolamento dos espécimes coletados da natureza ocorreu de forma bem-
sucedida, obtendo culturas axénicas, com bom crescimento radial no periodo de
incubacdo de 7 dias. Este curto periodo de crescimento é fundamental para que o
estudo possa ser desenvolvido no periodo disponibilizado. As figuras 12 e 13
apresentam o fungo Trametes sp. em processo de isolamento, utilizando-se um
pedaco do basidioma fungico para o plaueamento e o fungo ja isolado,

respectivamente.

Figura 12. Processo de isolamento do fungo Trametes sp. a partir de espécime coletado da natureza
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Figura 13. Fungo Trametes sp. isolado em PDA

Apés o inicio dos estudos de producdo dos extratos enzimaticos o fungo
Pycnoporus sp. apresentou uma reducdo na atividade metabdlica, afetando seu
crescimento e impossibilitando a utilizagdo dele nos experimentos. Este problema
pode ter ocorrido tanto por estresse causado pela mudanca de ambiente como por

falta de nutrientes similares aos encontrados em seu habitat natural.

Como néo houve éxito nos testes de crescimento em diferentes meios de cultivo
realizou-se uma nova batelada de testes utilizando-se os residuos ligninocelulésicos
juntamente com os meios de cultivo sélido. Ndo foram obtidos resultados de
crescimento fungico para o meio de cultivo PCA contendo os diferentes residuos
agroindustriais nas diferentes quantidades analisadas. Quanto aos meios de cultivo
PGA e PDA notou-se que ndo houve preferéncia do espécime por nenhum dos
residuos analisados. Com excecéo dos testes realizados com 0,5g de residuo em que
praticamente ndo houve crescimento radial, todas as demais quantidades avaliadas
dos diferentes residuos promoveram o desenvolvimento do fungo. A Figura 14
apresenta o fungo Pycnoporus sp. com crescimento induzido pela presenca do

residuo ligninocelulésico no meio de cultivo.
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Figura 14. Crescimento do fungo Pycnoporus sp. induzido pela presenca de residuos ligninoceluldsicos
no meio de cultivo

Com estes testes pode-se concluir que o fungo Pycnoporus sp teve um melhor
desenvolvimento em meio de cultivo ndo seletivo apropriado para fungo (PDA ou
PGA) contendo residuos ligninocelulésicos em quantidades de no minimo 1,5 g de
residuo para 30 mL de meio de cultivo. Tendo observado esta necessidade do micro-
organismo de obter nutrientes préprios de seu habitat natural foi testado o crescimento
destes em residuos ligninocelulésicos para armazenamento do espécime, visando
reduzir os custos com a compra de meios de cultivo e o estresse causado no fungo,
assim como otimizar a disponibilidade de nutrientes necessarios para o crescimento.
A figura 15 apresenta o desenvolvimento dos fungos no residuo avaliado contendo
5,0 g de residuo.
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Figura 15. Crescimento dos fungos analisados em casca de arroz triturada e inteira. Sendo A o fungo
Trametes sp. e B o Pycnoporus sp.

Durante estas analises notou-se o desenvolvimento mais rapido de ambos o0s
fungos no residuo de menor granulometria no periodo de 7 dias, porém no periodo de
1 més de incubacéo pode-se verificar o crescimento do fungo Pycnoporus sp. com
coloracdo laranja mais acentuada no residuo de maior granulometria. A inoculagdo
dos fungos da figura 13 foram realizadas no mesmo dia, o que ilustra a diferenca nas

velocidades de desenvolvimento.

6.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de trés enzimas linino-modificadoras foi determinada
espectrofotometricamente nos extratos brutos obtidos apds os experimentos de cultivo
dos fungos. Somente a atividade da enzima lacase foi encontrada nos extratos
enzimaticos, e ndo foram detectados valores significativos de MnP e LiP.

Como ja era esperado a presenca de residuos ligninoceluldésicos no meio de cultivo
induziu a produgéo da enzima lacase nos FPB (Elisashvili, et al., 2008). Estudos feitos
por Kachlishvili (Kachlishvili, et al., 2006), constataram que o tipo e a composicéo do
substrato lignoceluldsico determina o tipo e a concentracdo de enzimas produzidas
por fungos da podriddo branca. Devido a isso foram feitos testes para analisar a
influéncia da quantidade de residuo presente no meio de cultivo e a relagdo com o
aumento na producdo de Lac nos extratos enzimaticos. A tabela 1 apresenta os

valores minimo, maximo, médio e o desvio padrdo de atividade da enzima lacase em
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relagdo a quantidade de residuo presente no meio de cultivo durante o crescimento
do fungo Trametes sp. A Tabela 2 apresenta os mesmos resultados obtidos para o

fungo Pycnoporus sp. e a tabela 3 para o co-cultivo destes.

Tabela 1. Valores de atividade enzimatica obtidos utilizando-se como variaveis o tamanho e a
quantidade em massa de residuo no meio de cultivo liquido para o fungo Trametes sp.

Atividade média (U/L) Desvio Padrao

Sem casca de arroz 151,98 67,66
Com casca de arroz (0,59) 331,65 60,59
Com casca de arroz (19) 321,22 48,39
Com casca de arroz (1,59) 299,59 63,81
Com casca de arroz (29) 313,24 38,28
Com casca de arroz (2,59) 350,59 39,48
Com casca de arroz (39) 384,00 31,16
Casca de arroz triturada (0,59) 380,04 38,45
Casca de arroz triturada (19) 345,54 51,36
Casca de arroz triturada (1,59) 335,55 62,66
Casca de arroz triturada (2,09) 399,27 45,48
Casca de arroz triturada (2,59) 351,59 39,32
Casca de arroz triturada (39) 373,68 41,36

Tabela 2. Valores de atividade enzimética obtidos utilizando-se como varidveis o tamanho e a
guantidade em massa de residuo no meio de cultivo liquido para o fungo Pycnoporus sp.

Atividade média (U/L) Desvio Padrédo

Sem casca de arroz 196,31 28,32
Com casca de arroz 342,91 61,99
Casca de arroz triturada 684,15 19,87

Tabela 3. Valores de atividade enzimética obtidos utilizando-se como varidveis o tamanho e a
quantidade em massa de residuo no meio de cultivo liquido para o co-cultivo dos fungos Trametes sp
e Pycnoporus sp.

Atividade média (U/L) Desvio Padrao

Sem casca de arroz 201,45 40,71
Com casca de arroz 803,39 75,66
Com casca de arroz (1,59) 649,68 30,14
Com casca de arroz (29) 669,89 45,23
Casca de arroz triturada 544,33 58,71
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O menor numero de parametros de andlise utilizados para o cultivo isolado do
fungo Pycnoporus sp. e no co-cultivo do Pycnoporus sp. e Trametes sp. foi devido aos
problemas de manutencéo do fungo apresentados anteriormente, ndo restando tempo
viavel para estas analises apés recuperacdo do espécime. A figura 16 apresenta a
variacdo da atividade enzimatica média de Lacase produzida no cultivo dos fungos
isolados e no co-cultivo destes utilizando-se meio de cultivo liquido em condigcéo
estatica a 28°C no periodo de 7 dias de incubacdo, com variacdo da quantidade e

granulometria do residuo ligninoceluldsico utilizado no estudo.
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Figura 16. Variacdo da atividade enzimética média de Lacase produzida pelos fungos estudados, em
cultivo liquido, estatico a 28°C com variagdo da granulometria e massa de residuo ligninocelulésico
utilizado

Analisando os valores de atividade enzimética média de Lacase dos dois
fungos isolados e do co-cultivo desses, verifica-se que a presenca do residuo dobrou
os valores obtidos, porém a presenca de quantidades de residuo superiores a 0,59
nao tiveram grande influéncia na producao de lacase, principalmente para o fungo
Trametes sp. em que estes valores se mantiveram praticamente constantes. No
cultivo isolado do fungo Pycnoporus sp. utilizando o residuo de menor granulometria
foram obtidos valores mais elevados de atividade enzimatica quando comparado ao
cultivo isolado do outro microrganismo. Como verificado por Kachlishvili em estudos
feitos com diversos FPB em diversos tipos de residuo lignino celuldsicos a inducao de
producdo da Lacase estd intimamente relacionada com a preferéncia do

microrganismo as caracteristicas do residuo utilizado. Sendo assim pode-se afirmar
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que o fungo Pycnoporus sp teve melhor adaptagéo ao residuo casca de arroz quando
comparado ao Trametes sp. A granulometria do residuo também foi um fator de
grande influéncia para o microrganismo, sendo que o0 aumento da area superficial da
casca de arroz afetou positivamente a producdo enzimatica, dobrando os valores de

atividade de lac obtidos.

O maior valor de atividade enzimatica média foi obtido foi no co-cultivo.
Estudos utilizando esta estratégia de inducdo de producdo de enzimas lignino-
modificadoras tem mostrado resultados promissores para a producao de lacase. O
mecanismo de funcionamento da inducdo na producdo de enzimas durante o co-
cultivo ainda € desconhecido (Chi, et al., 2007) (Elisashvili, et al., 2008). O sinergismo
entre as vias metabodlicas das cepas de microrganismos utilizados afetou
positivamente a producdo da Lacase no estudo, sendo uma provavel causa a
competicao por nutrientes gerado pela presenca de outro micro-organismo que utiliza

0S mesmos substratos para o crescimento.

6.3. Avaliacdo da eficiéncia das enzimas lignino modificadoras na biodegradacéo

dos corantes

O primeiro teste realizado foi a varredura espectrofotométrica dos corantes

avaliados de do comprimento de onda de 350 a 800 nm apresentado na figura 17.
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Figura 17. Varredura dos corantes analisados do comprimento de onda de 800 a 350 nm
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Usando esses dados foi verificado que o pico maximo de absor¢cédo do corante

Preto Reativo 5 é 594 nm e o do corante Amarelo Reativo HE4R é de 409 nm. As

curvas de calibracao foram feitas com base nos comprimentos de onda determinados.

As figuras 18 e 19 apresentam as curvas de calibragédo utilizadas, assim como 0s

valores de R2 e da equacéo da reta obtida.
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Figura 18. Curva de calibracdo do Preto Reativo 5 linearizada
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Figura 19. Curva de calibragdo do Amarelo Reativo HE4R linearizada.
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Nos testes de avaliacdo da influéncia de metabdlitos presentes no extrato
enzimatico extraido dos FPB utilizou-se a desnaturacdo enzimatica por aquecimento
para reduzir a atividade enzimatica a zero. A avaliacao foi realizada em triplicata com
duas concentra¢cBes de corante e de enzima, utilizando-se a degradacado estatica a

(40:2) °C. Nao foram obtidos valores significativos de degradagcédo num periodo de 24

horas de incubagdo das amostras, sugerindo, portanto, a auséncia de qualquer
metabdlito produzido pelos microrganismos que seja capaz de degradar as amostras
de corante avaliadas. Este teste faz-se necessario para que se possa afirmar que
quaisquer valores de degradacao obtidos estdo ligados a acdo das enzimas, neste

caso mais especificamente a Lacase.

Em estudo feito por Carneiro, et al, (Carneiro, et al., 2011) determinou-se que
a temperatura ideal de atuacdo da enzima Lacase é de 50°C. Por motivos de
inviabilidade técnica ndo foi possivel realizar os testes de degradacao utilizando-se a
temperatura 6tima de atuacdo da enzima. A temperatura adotada para os testes foi

de (40 + 2) °C devido ao uso em conjunto de estufa com temperatura previamente

programada.

A avaliacdo da degradacéao foi iniciada com uma atividade de lacase de 30 U/L
de enzima e os valores foram aumentados até o valor maximo de 300 U/L. As figuras
20 e 21 apresentam os gréficos referentes a eficiéncia de descoloracdo dos corantes
amarelo e preto, respectivamente, em funcdo da atividade de enzima e concentracao

de corante presente em meio de tampéao de acetato de sédio 50 mM e pH 5, mantidos

em incubacao a (40 = 2) °C pelo periodo de 24 horas.
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Figura 20. Eficiéncia de remocao do Amarelo Reativo HE4AR em tampéo de acetato de s6dio 50 mM pH
5 em funcao da concentracéo de corante e atividade enzimatica, estatico a (40 = 2) °C
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Figura 21. Eficiéncia de remocédo do Preto Reativo 5 em tampéo de acetato de sédio 50mM pH 5 em
funcéo da concentracdo do corante e atividade enzimética, estatico a (40 + 2) °C

A eficiéncia na descoloragdo do corante amarelo foi baixa, cerca de 7% na
melhor condigéo obtida utilizando-se como meio reacional o tampéo de acetato de
sédio. J& para o corante preto foi obtida uma taxa de descoloracao proxima de 90%
em varias condi¢cdes de concentracao e atividade enzimética. Essa discrepancia na
eficiéncia de degradacdo dos corantes pode ser explicada pela diferenca de
complexidade das duas moléculas. Outra possivel razdo para a baixa degradabilidade
do corante amarelo pode estar relacionada a efeitos estéricos, no qual ligantes
volumosos podem causar impedimento fisico ao ataque da enzima, porém nao ha

como precisar esta teoria devido a indisponibilidade da estrutura molecular do corante.
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As figuras 22 e 23 apresentam fotos dos tubos de ensaio de controle e da
amostra para os corantes Amarelo e Preto, respectivamente, apds o periodo de

degradacdo em estufa para as duas concentracdes avaliadas em 200 U/L de enzima.

Figura 22. Tubos de controle e amostras com atividade enzimatica de 200U/L do corante Amarelo
Reativo HE4R em tampéao de acetato de s6dio 50 mM e pH 5 apds 24 horas em estufa a (40 = 2) °C

Figura 23. Tubos de controle e amostras com atividade enzimética de 200U/L do corante Preto Reativo
5 em tampé&o de acetato de s6dio 50 mM e pH 5 apds 24 horas em estufa a (40 + 2) °C
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Na figura 23 pode-se verificar visualmente que houve resultados positivos na
degradacdo do corante preto, o que ndo ocorre na figura 22 que apresenta a
degradacéo do corante amarelo nas condicdes mencionadas.

Outra condicéo de biodegradacao avaliada foi a utilizagdo de meio aquoso para
a degradacao do corante, esta condi¢cdo teve como objetivo averiguar a necessidade
de tamponar o meio para a atuacao da enzima. As figuras 24 e 25 apresentam a
eficiéncia de descoloracdo das diferentes atividades enzimaticas em degradar 0s

corantes amarelo e preto, respectivamente, em diferentes concentracdes de corante

em meio aquoso, mantido em condic¢des estaticas a (40 = 2) °C por um periodo de 24

horas.
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Figura 24. Eficiéncia de remoc&o do Amarelo reativo HE4R em solucdo aquosa em fungéo da
concentracdo do corante e atividade enzimética, estatico a (40 = 2) °C
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Figura 25. Eficiéncia de remocéo do Preto reativo 5 em solu¢do aquosa em fungdo da concentracdo do
corante e atividade enzimatica, estatico a (40 = 2) °C
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Assim como para o0 meio reacional de tampéo de acetato, a degradacédo do
corante amarelo em meio aquoso obteve uma degradacdo maxima de
aproximadamente 7% na melhor condi¢éo obtida. Em ambas as condi¢des avaliadas
este maximo foi obtido para a atividade de 100 U/L de enzima para a concentragdo de
20 mg/L de corante. Para o corante preto reativo a eficiéncia maxima de degradacao
obtida foi préxima dos 90% nas duas condicdes avaliadas para a atividade enzimatica
de 200 U/L em ambas as concentracdes analisadas. Verificou-se também que para o
tampdo de acetato de sédio na condicdo de 100 U/L foram obtidos valores de
degradacdo proximos ao maximo, enquanto que para a solucao aquosa de corante na

mesma atividade enzimatica esta eficiéncia sofreu uma queda superior a 50%.

Avaliando-se as condi¢des estudadas pode-se perceber a alta eficacia do
extrato enziméatico bruto rico em lacase na degradacédo do corante téxtil Preto reativo
5, tanto em tampao de acetato de sdédio 50mM e pH 5 quanto em agua deionizada. A
melhor atividade enzimatica analisada foi a de 200 U/L para as duas condi¢cfes de
meio utilizadas, sendo elas de 86,0% para a 4gua deionizada e 87,38% para o tampao

de acetato de sodio.

6.4. Efeito dos mediadores quimicos

Segundo Morozova, et al, (Morozova, et al., 2007) compostos que podem ser
utilizados como mediadores quimicos pela Lacase sao moléculas que servem como
substrato para a enzima e geram intermediarios com alto potencial redox. Esses
intermediarios gerados oxidam outros compostos em determinadas condicoes,
auxiliando a acdo da enzima. Existe uma vasta gama de compostos que podem ser
utilizados como mediadores quimicos por serem potencialmente oxidaveis pela

lacase.

As condicbes utilizadas para verificar a influéncia do mediador na
degradabilidade do corante foram as mesmas utilizadas nas analises sem a presencga
do mediador. Estas condi¢des foram escolhidas para que se possa fazer um paralelo

entre as duas condi¢des, identificando a influéncia da presenca do mediador no meio
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reacional, seja essa positiva ou negativa. As figuras 26 e 27 apresentam os gréficos
de eficiéncia de remocao dos corantes amarelo e preto, respectivamente, em funcao

da atividade enzimatica e concentracdo de corante presentem em solucdo contendo

tampéo de acetato de s6dio 50 mM e pH 5, em meio estatico a (40 = 2) °C por um

periodo de incubacéo de 24 horas.
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Figura 26. Eficiéncia de remocao do corante amarelo reativo HE4R em tampéo de acetato de sédio
50mM e pH 5 e presenca de mediador, estéatico a (40 + 2) °C em fungdo da concentragdo de corante e
atividade enzimética utilizada
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Figura 27. Eficiéncia de remogdo do corante Preto Reativo 5 em tampdo de acetato de sédio e
mediador, estatico a 40°C em funcdo da concentracédo de corante e atividade enzimatica utilizada

Ao se efetuar uma comparacgdo entre os resultados de degradacdo obtidos em
tampao de acetato de sodio com e sem a presenca do mediador verifica-se que para
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o corante amarelo a presenca do mediador inibiu a atuac&o da enzima na degradacao
do corante, reduzindo os valores de degradacdo. Foram obtidos apenas valores de
degradacéo para as atividades de 100 U/L e 300 U/L de enzima, sendo ambas na
concentracdo de corante mais elevada. Como a degradabilidade média obtida em 300
U/L de enzima foi relativamente baixa cerca de 2,5% o0 que em termos da
concentracédo de corante equivale a aproximadamente 0,75 mg/L, um valor baixo e
gue pode ser desconsiderado. A atividade enzimatica de 100 U/L foi o Unico parametro
em que foi obtido um valor valido de degradacdo para o corante amarelo, sendo
proximo aos valores maximos obtidos para as condi¢cdes avaliadas sem a presenca
do mediador, sendo assim pode-se afirmar que n&o foram obtidos valores

significativos de degradacéo para o corante Amarelo reativo HE4R.

Para o corante preto reativo esta mesma comparacao entre os resultados indicam
que o mediador escolhido ndo teve nenhum tipo de influéncia na degradagéo do
corante. Assim como nos testes realizados em tampao de acetato de so6dio e sem
mediador quimico o valor maximo de degradacéao obtido ficou préximo dos 90% e nas
condi¢des de 200 e 300 U/L de enzima em ambas as concentracdes de corante, assim
como verificado no grafico da figura 33. Isto pode ter ocorrido por o &cido 4-
hidroxibenzdico néo servir de substrato para a acdo da enzima ou que o intermediario
gerado pelo ataque da enzima ndo possui alto potencial redox. No caso do corante
amarelo este intermediario pode ter atuado na maior estabilizacdo da molécula,

impedindo a acao degradante da lacase.

A eficiéncia de degradacdo do meio aquoso contendo mediador quimico é

apresentado nas figuras 28 e 29, para 0s corantes amarelo e preto reativo,

respectivamente, nas condicdes de andlise de (40 = 2) °C e estético, para 24 horas de

incubacéao.
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Figura 28. Eficiéncia de remocao corante do Amarelo Reativo HE4R em solu¢éo aquosa e presenca de
mediador em funcdo da concentracéo de corante e atividade enzimética, em regime estético a (40 + 2)
°C em 24 horas

_ 50,00 100,00

% 45,00 90,00 F
E ap o0 BO00 g
g 35,00 000 %
g 30,00 6000 &
Ezs,nn 5000 2
5 20,00 4000 =
%15,[)[) 30,00 -g
£ 10,00 2000 @
g 500 . 1000 =
3 o000 0,00

100 U/L 100 UL 200 U/L 200 UJL 300 U/L 300 UJL

Atividade enzimatica
B Concertracio e Efciéncia

Figura 29. Eficiéncia de remocao corante do Preto Reativo 5 em solugcdo aquosa e presenca de
mediador em funcdo da concentragéo de corante e atividade enzimética, em regime estatico a (40 £ 2)
°C em 24 horas

Avaliando os pares de gréficos das figuras 26 e 28 e 27 e 29 pode-se observar
que a conformacédo deles se manteve praticamente a mesma, indicando que nao
houve variagdo no padrédo de degradacdo do corante pela enzima em nenhum dos
dois corantes testados. Sendo assim, a presenc¢a do mediador ndo teve contribuicao
na degradacao do corante. A partir dessas 4 analises realizadas na presenca do acido
4-hidroxibenzéico pode-se concluir que esta molécula ndo atua como um bom

mediador quimico para a enzima lacase.
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6.5. Avaliacdo da degradacao e atividade enzimatica em funcéo do tempo

As condic¢des escolhidas para o teste foi utilizando-se o corante Preto Reativo
5 em tampéao de acetato de sodio 50 mM e pH 5, em estufa a (40 + 2) °C, em regime
estatico e 200 U/L de atividade de lacase no extrato enzimatico bruto. Nestas
condicdes obteve uma eficiéncia de remocédo de cor de 87,38% nos experimentos
anteriormente apresentados. Foram preparados 14 tubos de ensaio em duplicata para
cada ponto analisado, sendo retirados da estufa e colocados no congelador a 4 °C
para reduzir a atividade da enzima e interromper o processo de degradacao. A figura
30 apresenta o processo de degradacdo do corante e reducdo da coloracdo da

solugéo em funcéo do tempo de retirada das amostras.

Figura 30. Amostras de corante retiradas em diferentes tempos para interrupcdo da degradacdo
enzimatica

Realizando-se a andlise espectrofotométrica das amostras foi obtida uma curva
de degradacéo do corante em funcdo do tempo de retirada da amostra. A figura 31
apresenta o grafico dos dados obtidos nesta anélise.
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Figura 31. Decaimento da concentragdo das amostras em funcéo do tempo de retirada das amostras
com ajuste exponencial de 3 parametros

A partir da curva apresentada pode-se ver uma reducdo da concentracdo de
corante na amostra de 35mg/L para 5,58 mg/L no periodo de 24 horas, o que equivale

a uma eficiéncia de cerca de 85% na reducao da coloracédo da amostra.

O ajuste exponencial utilizando-se 3 parametros como mostrado na figura 30 foi o
gue melhor descreveu o decaimento da concentracao de corante em funcao do tempo,
representado pela linha vermelha no grafico acima. O grafico de dispersdo dos
residuos é apresentado na figura 32. A partir da andlise da dispersao dos residuos do
modelo de ajuste utilizado pode-se verificar se ha auséncia de variaveis nao
consideradas, erros na constancia da variancia, ajuste de funcao incorreto e a nao
aleatoriedade dos erros na andlise. Sendo assim faz-se necessario um gréfico de
residuos com boa dispersao e homogeneidade, ter valores proximos a zero e nao ter

um padréo de erro aparente.
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Figura 32. Grafico dos residuos da concentracdo pela variavel independente

Como esperado de um bom modelo de ajuste de equacado, os pontos residuais
tém distribuicdo homogénea e pouca variacdo de concentracdo, além de néo
apresentarem nenhum padréo de dispersao aparente. A partir disso pode-se afirmar
gue a degradacéo do corante sofre um decaimento exponencial com dependéncia de
3 parametros. Este decaimento ocorre com tendéncia a estabilizagdo em valores
proximos aos 87% de remocdo de cor. Esta relacdo de degradacdo em funcéo do
tempo é de alto interesse comercial pois pode-se determinar o tempo de reacéo da
enzima com o0 corante para obter-se um determinado valor de concentracdo no

efluente a ser tratado.

Também foi analisado o comportamento da enzima Lacase em funcédo do tempo
nas mesmas amostras, o grafico da atividade enzimatica pelo tempo é apresentado

na figura 33.
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Figura 33. Atividade da enzima lacase na amostra em funcdo do tempo de andlise para a adicao de
200 U/L de enzima

Apesar da adicdo de extrato enzimatico bruto em todas as amostras ter sido a
mesma, 200 U/L de enzima, a atividade obtida na anéalise do ponto t=0 apresentou o
menor valor de atividade, 125,65 U/L, sendo o maior valor foi obtido apenas em 3
horas de incubacéo, com uma atividade de 194,36 U/L. A atividade da lacase nao
apresentou um comportamento linear nas amostras, porém a atividade estabilizou em
140 U/L aproximadamente ao final do periodo de analise. No levantamento
bibliografico realizado, ndo foram encontrados estudos acerca do comportamento da

atividade da lacase extraida quando em solucéo, atuando na degradacao de corantes.
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7. CONCLUSOES

A otimizacdo da producdo de enzimas lignino modificadoras mostrou-se mais
eficiente em meio de cultivo liquido, estatico a 28°C contendo residuos lignino
celulésicos em baixas quantidades de massa, de 0,5 a 1,0g, para todos os
microrganismos analisados. As condi¢gbes que apresentaram as mais altas taxas de
producao de lacase estiveram centradas no co-cultivo do Trametes sp. e Pycnoporus
sp. e no cultivo isolado do Pycnoporus sp., que indicam que houve maior preferéncia
desse espécime ao residuo utilizado, porém mais estudos sdo necessarios para

resultados mais preciso devido a dificuldade de reproducao do Pycnoporus sp.

A utilizacdo de residuos ligninoceluldsicos juntamente com o meio de cultivo PDA
teve grande influéncia no crescimento dos microrganismos estudados, sendo

importante para um bom crescimento fungico e redugéo de custos de meio de cultivo.

A degradacéo do corante amarelo reativo HE4R ndo mostrou resultados positivos
para a degradacdo, sendo o valor maximo obtido de aproximadamente 7% de
descoloracao, que indicam que a enzima néo foi capaz de degradar a molécula. Ja o
corante Preto reativo 5 apresentou altas taxas de degradacéo, proximas a 90%, para
atividades enziméticas de 200 U/L de enzima nos dois meios avaliados, agua
deionizada e tampéo de acetato de so6dio 50 mM e pH 5. A utilizacdo do mediador
quimico &cido 4-hidroxibenzoico nao afetou significativamente a degradacédo de
nenhum dos corantes avaliados nas condi¢des testadas.

A cinética de degradacdo do corante preto reativo apresentou um decaimento
exponencial na taxa de descoloracdo que variou de 35 mg/L de corante para 5,58
mg/L. A atividade de lacase ndo apresentou linearidade com o periodo de incubacéo,
sendo que a atividade obtida no tempo 0 foi a menor e a atividade maxima foi obtida

no tempo igual a 3 horas até estabilizar no periodo de 10 a 24 horas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar andlises de toxicidade dos corantes utilizados antes e apds o
tratamento enzimatico para averiguar se ha reducdo na toxicidade do composto
tratado. Podem ser feitos também testes utilizando enzimas imobilizadas para o
tratamento dos corantes, montando-se um reator que permita a reutilizacdo das

enzimas em mais de um teste.

Analisar a viabilidade de utilizacdo dos extratos enzimaticos brutos em um
efluente téxtil real, caracterizando-o antes e depois da aplicacdo do tratamento,
obtendo-se assim um comparativo do tratamento do corante e do efluente. Analisar
gue parametros fisico-quimicos do efluente real precisam ser corrigidos para otimizar

o funcionamento da enzima na degradacao do corante.

Realizar estudos mais aprofundados acerca da composi¢cdo quimica dos
extratos enzimaticos obtidos e das enzimas presentes nele, assim como realizar uma
caracterizacdo dos compostos ligninoceluldsicos utilizados para induzir a producgéo de

lacase pelos fungos.

57



REFERENCIAS

Asgher, M., Bhatti, H. N., Ashraf, M. & Legge, R. L., 2008. Recent developments in biodegradation of
industrial pollutants by white rot fungi and their enzyme system. Springer Science, Volume 19, pp.
771 -783.

Banat, I. M., Nigam, P., Singh, D. & Merchant, R., 1999. Microbial decolorization of textile dyes
present in textile industries efluent..

Bastian, E. Y. O., Rocco, J. L. S., Martin, E. S. & Colaboradores, 2009. Guia Técnico Ambiental da
Industria Textil. SGo Paulo: CETESB.

Boopathy, R., 2000. Review: Factors limiting bioremediation technologies. Tecnologia em
biorecursos, Volume 74, pp. 63-67.

Carlile, M. J. & Watkinson, S., 1996. The Fungi. 32 ed. Londres: Imprensa académica.

Carneiro, J. L. G., Neto, A. G., Vasconcellos-Neto, J. R. T. d. & MitoshiKamida, H., 2011.
OTIMIZACAODE ENZIMAS LIGNINOLITICAS PRODUZIDAS PELO FUNGO FomitellaSupina, Bahia: s.n.

Castellani, A., 1939. Viability of some pathogenic fungi in destiled water. Jornal Americano de
Medicina Tropical e Higiene.

Cerqueira, A. A., 2006. Aplicacdo da técnica de eletrofloculagdo no tratamento de efluentes téxteis,
s.l.:s.n.

CETESB e SindiTéxtil, 2009. Guia técnico ambiental da industria téxtil, Sao Paulo: s.n.
Chequer, F. M. D. et al., 2013. Dyeing Process and Environmental Impact. Em: Textile Dyes. s.l.:s.n.

Chi, Y., Hatakka, A. & Maijala, P., 2007. Can co-culturing of two white-rot fungi increase lignin
degradation and the production of lignin-degrading enzymes?. International Biodeterioration &
Biodegradation, Volume 59, p. 32—39.

CisnerosR. L., E. A. G. & I, L. M., 2002. Photodegradation of an azo dye of the textile industry.
Chemosphere., Volume 48, pp. 393-399.

Domingues, R. C., 2009. Biodegradagdo de corantes reativos: Composi¢Go do meio de cultura e
produgdo de atividade descorante. Curitiba: s.n.

Duran, N. & Esposito, E., 2000. Potencial aplications of oxidative enzymes and phenoloxidase: like
compounds in wastewater and soil treatment: a review. Aplicacées de catalise em biotecnologia e
meio ambiente, pp. 1-117.

Elisashvili, V., Kachlishvili, E. & Penninckx, M., 2008. Effect of growth substrate, method of
fermentation, and nitrogen source on lignocellulose-degrading enzymes production by white-rot
basidiomycetes. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, Volume 35, pp. 1531-1538.

Filho, J. M. M. A,, 2008. Andlise enzimdtica de fungos lignoceluloliticos cultivados em vinhag¢a e
bagaco de cana-de-agucar. s.l.:s.n.

Fleck, L., 2011. Aplicagdo do controle estatistico de processos ao tratamento de um efluente téxtil por
eletrofloculacéo, Medianeira: s.n.

58



Ganodermaieri, G., Cennamo, G. & Sannia, G., 2005. Remazol Brilliant Blue R decolourisation by the
fungus Pleurotus ostreatus and its oxidative enzymatic system. Tecnologia em enzimas e
microbiologia, pp. 17-24.

Gaylarde, C. C., Bellinasso, M. L. & Manfio, G. P., 2005. Biorremediacdo: Aspectos bioldgicos e
técnicos da bioremediacao de xenobidticos. iotecnologia, ciéncia e desenvolvimento, Volume 34, pp.
36-43.

Guaratini, I. C. C. & Zanoni, M. V., 2000. Corantes Téxteis. Quimica Nova, Volume 23, pp. 71-78.

Hatakka, A., 1994. Lignin-modifying enzymes from selected white-rot fungi: production and role in
lignin degradation. Volume 13, pp. 125-135.

Hou, H. et al., 2004. Enhancement of laccase production by Pleurotus ostreatus and its use for the
decolorization of anthraquinone dye. Processos de Bioquimica, Volume 39, pp. 1415-1419.

Jin, X. C,, Liu, C. G., Xu, Z. H. & Wu, W. Y., 2007. Decolorization of a dye industry effluent by
Aspergillus fumigatus XC6 .. Volume 74, pp. 239 - 243.

Kachlishvili, E., Penninckx, M. J., Tsiklauri, N. & Elisashvili, V., 2006. Effect of nitrogen source on
lignocellulolytic enzyme production by white-rot basidiomycetes under solid-state cultivation. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, Volume 22, pp. 391-397.

Khelifi, E. et al., 2008. Effect of nitrogen and carbon sources on indigo and congo red decoulorization
by Aspergillus alliaceus strain 121C. pp. 1056-1062.

Kirk, T., Tien, M. & Faison, B. D., 1984. Biochemistry Of The Oxidation Of Lignin By Phangerochate
Chrysosporium. Biotechnology Advances, Volume 2, pp. 183-199.

Kumar, A., Bisht, B. S., Joshi, V. D. & Dehwa, T., 2011. Review on Bioremediation of Polluted
Environment: A Management. Jornal internacional de ciéncia do ambiente, pp. 1079-1093.

Kunz, A., Peralta-Zamora, P., Moraes, S. G. d. & Dur, N., 2001. Novas tendéncias no tratamento de
efluéntes téxteis. Quimica Nova, pp. 78 - 82.

Leonowicz, A. et al., 1999. Biodegradation of lignin by white-rot fungi.
Melo, I. S. & Azevedo, J. L., 2008. Microbiologia ambiental. Volume 2, pp. 304-319.
Morozova, O. V. et al., 2007. "Blue" Lacases. Biokhimiya, Volume 72, pp. 1396-1412.

Niebisch, C. H., 2009. Biodegradagdo do corante téxtil remazol azul por Lentinus crinitus, Lepista
sordida E Hydnopolyporus fimbriatus. s.l., s.n.

Peixoto, F., G., M. & Rodrigues, K., 2013. Corantes Téxteis: Uma Revisdo. HOLOS, Volume 5, pp. 98-
106..

Pointing, S. B., 2000. Feasibility of bioremediation by white-rot fungi. Tecnologia Aplicada, pp. 63-67.

Robinson, T., McMullan, G., Marchant, R. & Nigam, P., 2001. Remediation of dyes in textile effluent: a
critical review on current treatment technologies with a proposed alternative, s.l.: Elsevier.

Rodrigues, E., Lirio, V. S. & Lacaz, C. d. S., 1992. Preservagao de fungos e actinomicetos de interesse
médico em agua destilada. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, pp. 159-165.

59



Salvi, M. B., 2011. Fungos basidiomicetos em bioremediagdo. Sao Paulo: Instituto de botanica de Sao
Paulo.

Silvera, S. S. B. & Santanna, F. S. P., 1990. Polui¢do Hidrica. Em: Meio Ambiente: aspectos técnicos e
econémicos. s.l.:s.n.

Souza, C. R. L. d., 2006. DEGRADAGAO DE CORANTES REATIVOS E REMEDIACAO DE EFLLUENTES
TEXTEIS POR PROCESSOS AVANCADOS ENVOLVENDO FERRO METALICO. Curitiba: s.n.

Wariishi, H., Valli, K. & Gold, M., 1992. Manganese (ll) oxidation by manganese peroxidase from the
basidiomycete Phanerochaete chrysosporium - kinetic mechanism and role of chelators. J. Biol.
Chem, Volume 267, p. 23688-23695.

Wesenberg, D., Kyriakides, I. & Agathos, S. N., 2003. White-rot fungi and their enzymes for the
treatment of industrial dye effluents. Elsevier, pp. 161 - 187.

Zollinger, H., 1987. Syntheses, properties and applications of organic dyes pigment. Color chemistry,
pp. 83 - 148.

60



