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RESUMO

O impacto causado pelo homem no meio ambiente nas ultimas décadas aumentou
drasticamente tornando-se um grave problema. Os danos causados pelos efluentes
téxteis liberados sem tratamento prévio séo notorios, pois possuem uma ampla
gama de componentes de natureza poluidora devido a sua recalcitrancia e/ou
toxicidade. Tal fato requer a busca por métodos eficientes que minimizem esses
efeitos de uma forma economicamente viavel, uma vez que os métodos atualmente
aplicados possuem baixa eficiéncia ou alto custo. Métodos biol6gicos como
biodegradagéo e biosorgéo séo uma alternativa atraente. Este projeto teve como
objetivo avaliar o efeito da composi¢céo do meio de cultura e condigdes de
crescimento de dois isolados de fungos: Heteroporus biennis e cepa 002 (sem
identificacdo) na atividade de biodegradagéo de corantes, e ainda caracterizar o
processo de biosorgéo de corantes por um terceiro isolado denominado de 003. A
atividade descorante de H. biennis cultivado em meio sdlido otimizado com glicerol
10 g/L, agar 10 g/L e tartarato de amonia 10 g/L apresentou uma melhora quando
suplementado com 0,1 mM de MnSOs e nenhuma melhora quando adicionado
CuSO,4. No meio liquido otimizado (maltose 5 g/L e tartarato de aménia 10 g/L)
observamos que a suplementagéo com Cu*? e Mn*? n&o alterou tal atividade.
Embora o eluido tenha produzido aumento na producéo de enzimas oxidases
normalmente associadas ao processo. A cepa 002, quando cultivada nas melhores
condigdes maltose 5 g/L e oxalato de aménia 5 g/L também n&o apresentou melhora
na sua atividade apds suplementagéo das culturas. Nos dois casos as enzimas que
aparentemente participam do processo correspondem a uma manganés peroxidase,
majoritariamente, e uma lacase em menor proporgédo. A cepa 003 revelou
capacidade para absorver corantes téxteis de variadas origens e estruturas. Esta
qualidade manteve-se alta em variadas condigdes de pH 2 a 9, temperatura 28 °C,
35 °C e 45 °C, concentracao de sal 0,25 M, 0,5 M, 0,75 M, 1 M e 1,5M, revelando
assim sua potencial aplicagdo no tratamento de efluentes da industria téxtil.



ABSTRACT

The impact of human activities on the environment in recent decades has increased
dramatically and is becoming a serious problem. As the textile industry accounts for a
portion of this current situation, it is necessary to search for efficient methods that
minimize these effects in an economically viable way, since the methods currently
used have low efficiency or high cost. Biological methods such as biodegradation
and biosorption are an attractive alternative. This project aimed to evaluate the effect
of media composition on the destaining of textile dyes by an isolate of Heteroporus
biennis and a non-identified isolate called 002. Also it was characterized the process
of biosorption of textile dyes by a third fungal strain called 003. The bleach activity of
H. biennis grown on solid medium optimized with glycerol 10g /L, agar 10g / L
ammonium tartrate and 10g / L showed an improvement when supplemented with
0.1 mM MnSO4 and no improvement when added CuSO4. In liquid medium
optimized (maltose 5 g / L ammonium tartrate and 10 g / L) showed that
supplementation with copper and Mn*? did not enhance the destaining activity
although a higher lever of oxidative enzymes, normally associated to the process,
was detected. Similar results were obtained for the 002 strain. The enzymes
involved in the destaining processs seem to be mainly a Mn-dependent peroxidase
and a laccase in minor proportion. Strain 003 revealed a great capacity for the
biosorption of textile dyes from different sources and structure. The efficiency of the
process remained high even in, extreme pHs 2 to 9; variation of temperatures, 28°C,
35° and 45°; high salt contents 0,25M, 0,5 M, 0,75M, 1M and 1,5M suggesting a
great potential for its application on the treatment of textile dye effluents.
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1 INTRODUCAO

O impacto causado no meio ambiente nas ultimas décadas aumentou
drasticamente, principalmente devido a questdes referentes aos hébitos de vida,
como o0 consumismo, além do crescimento populacional desenfreado. Tais
atividades acabam por produzir alta quantidade de residuos que muitas vezes néo
seguem o destino adequado, sendo liberados no solo, no ar e na 4gua sem
tratamento prévio, comprometendo a longo prazo a qualidade de vida da biota ali
presente. Uma parcela deste impacto € gerada pelas indlstrias téxteis, as quais ao
eliminarem seus efluentes nado tratados corretamente, podem causar sérios
problemas de contaminagdo ambiental.

Corantes sintéticos sdo usados extensivamente na coloragdo de tecidos e
processos de impressao. Eles sdo classificados como reativos, diretos, dispersos,
acidos e bésicos, sendo que os corantes reativos sdo os mais utilizados, ja que
cerca de 50% das fibras téxteis de algod&o séo tingidas com estes e o algodéo
persiste como principal tecido utilizado pela industria. Infelizmente esta classe é
muito desfavoravel no ponto de vista ecolégico, uma vez que o efluente resultante é
altamente colorido, contendo altas concentragcbes de sal e altos valores de BOD
(demanda bioquimica de oxigénio) e COD (demanda quimica de oxigénio). Estes,
além dos fatores citados acima, tendem a passar pelos métodos de tratamentos de
agua comum, sem serem afetados. Todos 0s corantes utilizados na industria téxtil
sdo formulados para resistir a agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, tais como,
suor, luz solar, dgua, varios produtos quimicos etc., e permanecer intacto na fibra
durante o maior tempo possivel.

Alguns métodos fisico-quimicos tém potencial para o tratamento de efluentes
téxteis como coagulagdo, separagdo por flotacdo ou sedimentacgédo, filtragéo,
oxidagdo, dentre outros. Mas em comparacdo com os métodos biologicos tais
técnicas mostram-se excessivamente caras e podem ainda aumentar a quantidade
de poluentes devido aos produtos quimicos utilizados. Por esta razdo, os métodos
biolégicos como biodegradacdo e biosor¢cdo, surgem como uma alternativa
promissora, possuindo algumas vantagens como baixo custo e completa
mineralizagdo dos poluentes. Oferecem também a possibilidade de que efluentes

contendo produtos tdxicos possam retornar ao ambiente sem causar danos aos



seres vivos e inclusive permitir a sua reutilizagdo. Alguns dos organismos mais
utilizados neste método incluem fungos, bactérias e algas.

Para o tratamento de efluentes téxteis a classe de fungos mais estudada € a
dos fungos da podrid&do branca (White-rot fungi-WRF), também chamados de fungos
lignoliticos. Tal nome deve-se ao fato de que possuem a capacidade de realizar a
despolimerizagéo aerdbia da lignina, sendo a maioria destes fungos pertencentes ao
grupo Basidiomycota. Essa capacidade € devido a producédo de enzimas lignoliticas,
chamadas de enzimas modificadoras de lignina (LMES). Manganés peroxidase
(MnP), lignina peroxidase (LiP) e lacase (Lac) sé@o as constituintes deste grupo. Os
WRF secretam uma ou mais dessas enzimas as quais, por possuirem baixa
especificidade, podem degradar outros substratos que apresentem estrutura similar
a lignina, como os poluentes produzidos na industria.

A extrema variabilidade nas caracteristicas dos efluentes téxteis como tipo
de corante, pH, temperatura e concentracdo de sal tornam necesséaria a constante
busca por enzimas ou organismos que se adaptem a esta ampla gama de situagoes,
o que dificilmente pode ser atingida por um Unico isolado de fungo, alga ou bactéria

ou por enzimas derivadas destes.

1.1 OBJETIVOS

1.2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a produgcdo de enzimas com potencial biodegradador de
corantes em Heteroporus biennis e na cepa 002, assim como 0 processo de

biosorcéo de corantes em uma cepa isolada do ambiente, chamada de 003.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para as cepas de Heteroporus biennis e 002:



o Determinar o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na produgéo

de atividade descorante;

o Comparar a producéo de atividade descorante em meio liquido e sdlido;
o Verificar o tipo de LME produzida nas condi¢des avaliadas;
o Examinar o efeito da suplementacdo com ions metalicos na producdo da

atividade descorante;

Para a cepa 003:

o Verificar a capacidade de biosorgdo sobre corantes téxteis de diferente
natureza;

o Verificar o efeito do tratamento do micélio no processo de biosor¢ao;

o Estudar o efeito da variagdo da temperatura, pH, concentracdo de corante e

forga ibnica no processo de biosorgao;
o Verificar possiveis estratégias de recuperacdo do biosorvente pela eluicdo do

corante retido;

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INDUSTRIA TEXTIL

As cores sempre exerceram fascinio sobre a humanidade. Por toda a
histéria, corantes e pigmentos foram objetos de atividades comerciais presentes
tanto em roupas como em inscri¢des rupestres, 0os quais eram inicialmente retirados
de plantas. Entretanto, muitos corantes naturais utilizados na antiguidade ainda séo
empregados, e em larga escala. Exemplos é o indigo, um pigmento azul, extraido da
planta (Indigofera tinctoria), a alizarina, um corante extraido de uma raiz e a henna.
O primeiro corante organico sintetizado com técnica mais apurada foi o Mauve
obtido acidentalmente em 1856, pelo inglés William H. Perkin, que para dar apoio a

sua inddstria montou um amplo laboratério de pesquisa onde conseguiu sintetizar
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outros corantes. ApOs essa descoberta, houve uma corrida dos quimicos para
conseguir criar tais compostos.

No fim do século XIX, fabricantes de corantes sintéticos estabeleceram-se
na Alemanha, Inglaterra, Frangca e Suicga, suprindo as necessidades das industrias
que, na época, fabricavam tecidos, couro e papel. A produgéo industrial de corantes
sintéticos no Brasil foi introduzida logo apés a Primeira Guerra Mundial e supre 60%
de sua demanda doméstica (Dados da Associagdo Brasileira da Industria Quimica).

Hoje, mais de 90% dos corantes empregados é sintético sendo que tal
comércio cresceu de forma assustadora, movimentando grande quantidade de
capital por todo o mundo, sendo mais de 700 mil toneladas de 10 mil tipos de
corantes e pigmentos produzidos anualmente e mais de 26 mil toneladas somente
no Brasil (ZANONI, M. V. B; CARNEIRO, P. A. 2001).

A distribuicdo do mercado de corantes global mudou durante na ultima
década, com a Asia, sendo o maior mercado de tintas hoje (cerca de 40%). Mesmo
sendo a industria de corantes caracterizada por um grande numero de produtores
(cerca de 2000 mundiais), apenas quatro companhias ocidentais sdo responsaveis
por quase metade do mercado.

A maior parte dos corantes fabricados destina-se a industria téxtil, mas as
indastrias de artefatos de couro ou de papel, industrias alimenticias, de cosméticos,
tintas e plasticos também s&o usuéarios importantes. Como a demanda € muito
grande e diversa, os quimicos sdo desafiados a produzirem corantes e pigmentos
com propriedades particulares para obter boa fixacdo da coloragéo dos tecidos,
oferecendo grande resisténcia aos agentes que causam o desbotamento (ZANONI,
M. V. B; CARNEIRO, P. A. 2001).

2.2 CORANTES

Corantes téxteis sdo compostos organicos, cuja finalidade é conferir a uma
fibra determinada cor, sob condigbes preestabelecidas, reagindo ou ndo com o
material durante o processo de tingimento. Sao sollveis, ndo abrasivos, absorvem
energia eletromagnética, sendo que tal absorcdo deve ocorrer no espectro

compreendido entre 400 e 700 nm para que as moléculas se apresentem
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perceptiveis a nossa visdo. Porém, as mesmas caracteristicas que conferem aos
corantes a capacidade de interagir com a superficie do material e permanecer ali
inalterado por periodos prolongados, podem ser responsaveis pela sua recalcitrancia
e toxicidade (BANAT, I. M et al., 1996).

Os compostos quimicos chamados corantes apresentam estruturas quimicas
complexas, possuindo anéis aromaticos e/ou duplas liga¢des, que conferem cor a
substancia e que chamamos de cromdéforo. Baseado na estrutura quimica deste
grupo, os corantes sintéticos sdo classificados em diferentes grupos sendo o mais
representativo e largamente empregado o dos azocorantes. Estes se caracterizam
por apresentar grupamentos —N=N- ligados a anéis aromaticos (Figura 1).

A segunda parte é a estrutura responsavel pela fixagdo do corante a fibra
chamada de auxocromo. Existem atualmente vérias classes de corantes
classificados segundo sua fixacdo, como por exemplo, corantes &cidos, diretos,
béasicos, de enxofre e reativos, sendo este Ultimo o mais utilizado em nivel mundial
(KUNZ, A. et al. 2002, GUARATINI C. C. |.; ZANONI, M. V. B, 1999).

B
O A
NaO3SDCH2CHE—%—©— N
0 HOL_ >

l
=
un
o

)
=
]

FIGURA 1 — EXEMPLO DE GRUPO CROMOFORO (A) E AUXOCROMO (B).
FONTE: GUARATINI C. C. I; ZANONI, M. V. B, 1999

Tendo em vista que muitos corantes sdo compostos complexos, muitas
vezes é impossivel traduzi-los por uma formula quimica definida. Por esse motivo, a
nomenclatura quimica usual raramente € usada, prefere-se utilizar os nomes
comerciais. Para identificar os corantes, utliza-se o Colour Index (C.l.), este
classifica sistematicamente os corantes de acordo com sua estrutura quimica
(definida pelos grupos croméforos), quando conhecida. Por esta classificagdo, os
corantes e pigmentos podem ser agrupados em 26 tipos associados a indUstria téxtil
(WESENBERG, D.; KYRIAKIDES, I.; AGATHOS, S. N., 2003).
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2.2.1 Toxicidade

A industria de corantes libera efluentes téxteis que sdo um dos mais
problematicos por apresentarem varias caracteristicas que acabam influenciando
negativamente o ambiente. O primeiro sinal de contaminacao é a alteragé@o da cor do
corpo de agua onde é liberado. Este fato acarreta problemas principalmente em
seres aquaticos e fotossintetizantes, pois sua presenca altera a quantidade de luz
gue penetra na agua assim como a solubilidade de gases, causando danos nas
guelras e branquias dos organismos aquéticos, além de perturbar seus locais de
desova e refugio. Os efluentes apresentam altos valores de BOD (demanda
bioquimica de oxigénio), solidos em suspenséo, pH extremos e altas temperaturas
que alteram o equilibrio nos locais de despejo (SILVA, C.M.M.S.; MELO, IS,
OLIVEIRA, P.R., 2005)

O efeito nos seres humanos varia com o modo e o tempo de exposi¢cdo ao
corante, podendo ser inalado, ingerido ou entrar em contato com a pele. Os
sintomas resultantes da inalacdo dessas substancias sdo asma e rinite, e os de
contato sdo as dermatites, sendo estes efeitos insignificantes quando comparados
aos causados pela sua ingestéo. Mas de acordo com Zanoni et al. 2001, apenas um
pequeno numero de corantes pode apresentar toxicidade aguda.

Além deste fato, estudos tém mostrado que algumas classes, principalmente
0S azocorantes, 0s quais constituem o maior grupo de corantes organicos
produzidos mundialmente, juntamente com seus subprodutos possuem potencial
carcinogénicos e/ou mutagénicos (KUNZ, A. et al. 2002). Isto se deve ao fato de
ocorrer clivagens das ligagdes azo, que séo responsaveis pela formagdo de aminas
toxicas benzidinas e outros intermediarios (AKSU, Z., 2005). Pelo menos 3.000
corantes azo foram catalogados como cancerigenos e suspendidos do mercado.
Entretanto, a literatura mostra que paises menos desenvolvidos como Brasil,
México, india e Argentina, ndo tém cessado completamente a producéo de alguns
corantes a base de benzidinas (e.g. CongoRed 14) de grande potencialidade
econdmica (GUARATINI, C.C.I.; ZANONI, M.V.B.,1999).
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A carcinogenicidade de um corante azo é devida aos derivados de aril
amina, gerados durante a biotransformacdo da ligacdo azo. Os quatro principais
mecanismos de biotransformagdo envolvendo esta classe sdo baseados
principalmente em modificagbes devido a processos de oxidagdo, hidrolise,
conjugacdao e reducao (SPADARO, J.T.; GOLD, M. H.; RENGANATHAN, V., 1992).

Estudos recentes tém associado a exposi¢do de corantes ao aumento no
risco de cancer de bexiga e do figado em humanos. Outros podem ser acumulados
por plantas expostas a efluente da industria téxtil e, consequentemente, passar para
a cadeia alimentar, contaminando seus consumidores (MASTRANGELO, G., et al.,
2002, ZANON, M.V.B.; CARNEIRO, P.A.,2001).

2.3 ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO DE EFLUENTES

Devido a grandes problemas ambientais causados pela liberagéo
irresponséavel de efluentes téxteis, foi criado em 1974 o O6rgdo internacional
Ecological and Toxicological Association of the Dyestuff Manufacturing Industry
(ETDA), com o objetivo de minimizar os danos ambientais, proteger usudrios e
consumidores reduzindo seu impacto. Foram ainda criados com 0 mesmo intuito, a
Environment Agency (EA), localizada na Inglaterra e Pais de Gales, e na Escdcia, a
Scottish Environment Protection Agency (SEPTA). Nos paises desenvolvidos as leis
ambientais voltadas para o tratamento de efluentes se tornaram mais rigidas a partir
da criacdo destes 6rgdos, as quais ainda falham nos paises em desenvolvimento
(ROBINSON, T. et al., 2001, GUARATINI, C.C.I; ZANONI, M.V.B., 1999; ZANONI,
M.V.B; CARNEIRO, P.A., 2001).

O acabamento tradicional da industria téxtil consome cerca de 100 litros de
adgua para cada quilograma de material téxtil. No panorama atual a introducdo de
novas estratégias de purificacdo e re-aproveitamento poderiam auxiliar na reducao
da grande quantidade de agua utilizada no sistema de coloracdo do tecido
(ABADULLA, E., et al., 2000).

Além do volume exorbitante de 4gua utilizada pela industria téxtil, h4 ainda a
adicdo de uma grande quantidade de substancias quimicas para o0 processamento

de téxteis. Existe mais de oito mil produtos quimicos associados a processos de
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coloragéo de tecidos listados no “Colour Index” (“Society of Dyers and Colourists”,
1976) (BANAT, LM. et al, 1996) A composicdo destes elementos varia desde
umectantes, antiespumantes, dispersantes até ajustadores de pH. Estima-se que
pelo menos 20% dos corantes sejam descartados devido a perdas ocorridas durante
0 processo de fixacdo da tintura ao tecido. Neste processo, esta ainda presente
uma variada gama de componentes organicos: (carboidratos, gorduras graxas),
corantes, nutrientes (uréia), tamp0des, altas concentracbes de sais (hidroxido de
sédio, sulfatos carbonatos), e compostos toxicos (metais pesados) necessarios para
banho de tintura, a montagem e a fixagdo (HESSEL, C. et al., 2007).

Devido & complexa estrutura quimica do corante juntamente com o0s
compostos quimicos citados acima, torna-se dificil a completa retirada deste do
efluente téxtil, sendo necessario utilizar mais de uma técnica de remocao.

Atualmente, varios métodos podem ser utilizados na retirada de corantes em
efluentes industriais, estes podem ser distribuidos em trés categorias: quimicos,
fisicos e bioldgicos. Os métodos quimicos abrangem, ozonagdo, processos
fotoquimicos, destruicdo eletroquimica e processos oxidativos. Sendo este ultimo o
mais utilizado devido & sua grande simplicidade de aplicagcdo. A oxidagcdo quimica
remove a cor de efluentes como resultado da quebra das ligagbes arométicas das
moléculas de corantes.

Os métodos fisicos consistem em técnicas de remocdo resultantes de
mecanismos como: eletroquimica, adsorcdo, filtragdo por membrana,
coagulacao/floculacédo, troca ibnica, dentre outros. A adsorcdo é um processo
economicamente viavel, sua descoloragdo é o resultado de dois mecanismos:
adsorcdo e troca idnica. Estes sao influenciados por multiplos fatores fisico-quimicos
como a interacdo corante/suporte, area de superficie do sorvente, tamanho da
particula, pH, temperatura e tempo de contato (ROBINSON, T. et al., 2001).

O terceiro grupo de métodos, descrito a seguir, se refere ao bioldgico. Este
se mostra como 0 mais promissor para o tratamento de efluentes téxteis devido a
vérios fatores, como versatilidade, observada na implementacdo de sistemas que
operem em grande escala e baixo custo. Quando aplicados em conjunto com as
técnicas previamente descritas revelam resultados excelentes (CAMERON, M.D.;
TOMIFEEVSKI, S.; AUST, D.S.,2000, ELIASASHVLI, V.; KACHLISHVILI, E.;
PENNINCKX, M., 2008).
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Os processos biologicos utilizados com maior frequéncia estao
representados pela descoloragdo por fungos ou outras culturas microbianas,
adsorcdo por biomassa e pelos sistemas de lodos ativados. Este dltimo permite a
remocédo de aproximadamente 80% da carga de corantes e consiste na agitagao dos
efluentes na presenca de microrganismos e ar, durante o tempo necessério para
metabolizar e flocular uma grande parte da matéria organica. Infelizmente, o
problema relacionado com a geracdo e acumulo de lodo torna-se critico, descartado,
em muitos casos, em aterros, que pode contaminar lengdis freaticos, rios e lagos, ao
ser carregado pela chuva (KUNZ, A. et al., 2002).

Atualmente ha uma tendéncia na utilizacdo de enzimas de fungos, bactérias
e biomassa de maneira geral, como materiais promissores na remogao ou
degradacgédo de efluentes téxteis, mas ainda é necessario aprimorar a sua utilizacao,
realizando novos estudos para que se tornem viaveis na aplicacdo em larga escala
(GUARATINI, C.C.I.; ZANONI, M.V.B., 2001, YAMANAKA, R. et al., 2008).

2.4 BIODEGRADACAO

A biodegradagcdo tem recebido grande atencdo devido & sua potencial
aplicacdo na descoloragcdo de uma ampla variedade de corantes (KUMARASAMY,
M. et al., 2009). Também é considerada um método promissor devido ao fato de
provocar a completa mineralizagdo de poluentes, resultando em moléculas de agua,
gés carbbnico e/ou qualquer outro produto inorganico (KAUSHIK, P.; MALIK, A. et
al.,, 2009). Alguns estudos apontam que a taxa desta mineralizagdo em corantes
possa atingir até 98%, mas a maioria relata uma degradacdo de 60% a 92%
(YAMANAKA, R. et al, 2008, ZANONI, M.V.B; CARNEIRO, P.A., 2001). Em
contrapartida, sua aplicacdo em escala comercial requer ndo somente o0
entendimento de aspectos relacionados ao processo de degradagdo, mas também
conhecimentos sobre aspectos basicos da fisiologia do fungo e das caracteristicas
das enzimas envolvidas.

De acordo com POINTING, S.B. (2001) a biodegradacéo ja é uma tecnologia
estabelecida, porém a maioria dos tratamentos empregados utiliza microrganismos

procariotos. Neste contexto, fungos lignoliticos tém despertado grande interesse
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devido a producdo de enzimas que apresentam acdo sobre multiplos substratos de
origem industrial. Tais organismos oferecem vantagens em relagdo as bactérias
como a de possuirem a habilidade de oxidar uma ampla diversidade de compostos e
pelo fato de suas enzimas serem extracelulares, o que impede a difusdo limitada
sobre os substratos, observada em bactérias (PRACHI, K.; ANUSSHREE, M., 2009).

2.4.1 Fungos Lignoliticos

A classe de fungos mais amplamente estudada no tratamento de efluentes
téxteis € a dos fungos da podriddo branca (White-rot fungi), devido a sua capacidade
de descolorir uma ampla variedade de corantes sintéticos. Esta habilidade esta
baseada no fato destes fungos produzirem enzimas capazes de modificar e
degradar a lignina, conhecidas como enzimas modificadoras de lignina (LMEs), as
quais por ndo possuirem especificidade por substrato sdo também responsaveis por
degradar uma ampla gama de xenobiéticos, incluindo corantes (KUMARASAMY, M.,
et al., 2009, POINTING, S.B., 2001, PRACHI, K.; ANUSHREE, M., 2009).

2.4.1.1 Enzimas modificadoras de lignina (LMESs)

As enzimas lignoliticas liberadas pelos WRF sao de extrema importancia
devido a sua capacidade de degradar a molécula de lignina, o polimero protetor na
madeira, a dioxido de carbono. Tais enzimas podem degradar um amplo nimero de
poluentes presentes no ambiente que possuem similaridades com a lignina,
incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos aromaticos,
corantes sintéticos e explosivos (BRITO, N.N. de. et al., 2004, CAMERON, M.D.;
TOMIFEEVSKI, S.; AUST, D.S., 2000).

Os fungos lignoliticos s@o capazes de produzir até trés das principais
enzimas extracelulares, a lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e a
lacase (POITING, S.B., 2001). Sendo as duas primeiras classificadas como

peroxidases e a Ultima uma fenoloxidase. A producéo destas é fortemente afetada
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pela natureza e quantidade de nutrientes no meio de cultivo (HATVANI, N.; MECS,
I, 2002).

MnP (E.C 1.11.1.13) sé@o enzimas dependentes de peroxido de hidrogénio e
ions manganés que contém ions ferro ligados a um grupamento heme. A oxidac¢ao
dos ions manganés serve de mediador para a oxidacdo do substrato final,
usualmente compostos fendlicos (WESENBERG, D.; KYRIAKIDES, |.; AGATHOS,
S.N., 2003). Semelhantemente a MnP, as LiP (E.C 1.11.1.14) sdo enzimas
dependentes de perdxido de hidrogénio que catalisam a oxidagdo de compostos ndo
fendlicos. As Lacases (E.C 1.10.3.2) sdo multi-cobre oxidases que catalisam a
oxidagdo de substancias organicas e inorganicas através da redugdo de oxigénio a
agua. Sao tipicamente glicoproteinas contendo de dois a quatro &tomos de cobre por
molécula (DEDEYAN, B. et al., 2000). Entre estas enzimas a MnP foi encontrada
em praticamente todos os WRF estudados, alguns a secretando como sendo a Unica

enzima lignolitica.

2.5 BIOSORCAO

A definicdo de biosor¢do muitas vezes se torna algo dificil devido aos vérios
mecanismos que contribuem para o processo, dependendo da substancia a ser
absorvida, bem como caracteristicas do absorvente, fatores ambientais e a presenca
ou auséncia de processos metabdlicos quando os organismos estdo vivos. Mais
simplificadamente, podemos defini-la como sendo a remogdo de substancias da
solugdo pelo uso de material bioldgico. Tais substancias podem se apresentar na
forma orgéanica, inorganica, solivel ou insollvel. Esta técnica vem sendo
amplamente estuda por se apresentar significativamente mais barata que outros
métodos de adsor¢do, com eficiéncia comparavel. Como exemplo, podemos citar o
carbono ativado, o qual se destaca, mas devido ao alto custo sua aplicagéo torna-se
invidvel em empresas de paises em desenvolvimento (GADD, G.M., 2008).

A biomassa microbiana é um material relativamente barato, com
propriedades de adsorcéo significativas, tal biomassa pode ter origem de bactérias,
fungos, algas entre outros. Entre estes organismos a biomassa de fungos parece

possuir a producdo mais barata, através da utilizagdo de técnicas relativamente
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simples de fermentacdo e meios de cultivo de baixo custo. Uma grande quantidade
de biomassa de fungo gasto por varios processos de fermentacdo industrial também
podem ser utilizadas no tratamento de efluentes téxteis (FU, Y.; VIRARAGHAVAN,
T., 2002). Em contrapartida, apesar de estes organismos mostrarem um excelente
potencial de descoloracdo sua aplicacdo comercial como biosorvente ainda néo é
praticavel devido a problemas associados com a sua fisiologia (IQBAL, M.; SAEED,
A., 2007).

Quando comparada com outros métodos de adsorcdo encontramos as
seguintes porcentagens relacionadas a este potencial: biomassa (51%), troca
anidnica (48%), carbono ativado (37%), quitosana (34%), quitina (7%), troca
cationica (4%).

A capacidade de biosor¢cdo depende de vérios fatores como o tipo da
biomassa (espécie e idade), tipo do sorvente, presenca de outros ions competidores,
métodos de preparacdo da biomassa (condigBes da cultura) e ainda fatores fisicos
quimicos como temperatura, pH e concentracao idnica.

Estudos revelam que o uso de biomassa morta parece ser mais eficaz
comparado com a biomassa viva, uma vez que a natureza toxica dos ions de
poluentes néo surtem efeito no processo de sor¢cdo (MAURIA, N.S.; MITTAL, A.K,;
ROTHER, E., 2006).

2.6 DESCRICAO DE MICRORGANISMOS UTILIZADOS NESTE TRABALHO

2.6.1 MICRORGANISMOS

O fungo Heteroporus biennis (Figura 2) pertence a familia Polyporaceae, e
habita substratos como arvores caidas ou madeira enterrada. Esta espécie foi uma
das cepas utilizadas por Suay, I. et al., (2000), a qual testou a atividade antifingica,
antiviral e antibactericida destas. H.biennis apresenta atividade bactericida contra

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Ndo h& antecedentes
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de aplicacédo na biodegradacdo de poluentes nem estudos sobre a presenca de

enzimas lignoliticas no mesmo.

FIGURA 2 — FOTO DE Heteroporus biennis
FONTE: SCHADECK, R. 2006

Os isolados 002 e 003 ndo possuem ainda identificagdo, mas resultados
preliminares mostraram atividade descorante e de biosor¢do de corantes téxteis
respectivamente (CAMPOS, R., 2009).

2.7 RESULTADOS ANTERIORES

No trabalho de CAMPOS, R., 2009 foi observada a atividade biodegradativa
de Heteroporus biennis e da cepa 002 para o corante Remazol Azul. Houve uma
diferenca na eficiéncia de degradacdo quando a cepa 002 foi cultivada em meios
diferentes, apresentando eficiéncia maxima quando em meio liquido, enquanto que
H. biennis teve seu potencial maximizado tanto no meio liquido quanto em meio
sélido. O potencial de degradacdo do corante é devido a atividade enzimética, os
testes de oxidacdo usando substratos aromaticos sugerem que as enzimas
envolvidas sdo da classe das peroxidases dependentes de manganés Ja a cepa
003, embora carente de atividade de biodegradacdo, manifestou uma alta

capacidade de biosor¢cao de corantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GERAL

Com o intuito de determinar as melhores condicbes de producdo de
atividade descorante a cepa Heteroporus biennis foi crescida em meio liquido
contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Apds escolhidos as melhores
fontes, foi avaliado o efeito da suplementa¢do com sulfato de cobre e de manganés.

Tal suplementacao foi realizada também para a cepa 002 (Figura 3).

Jé& para o fungo 003 foi realizada a caracterizacdo do processo de biosor¢édo
verificando sua dindmica em diferentes condicdes como micélio liofilizado X micélio
umido X micélio seco, pH, concentracdo de sal, concentragéo de corante e variacdes
da temperatura. E, por fim, a tentativa de esclarecer se o micélio possuiria
capacidade de incorporar ou somente fazer ligagoes externas com o corante (Figura
3).
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3.1.1 FLUXOGRAMA DE TRABALHO

| Micelio com Atividade Descorante Micélio com Atividade de Biosorgéo

/\

Fonte de Carbono Micélio liofiizado
Fonte de Mitrogénio
[NaCl]

\ |Concentragées do corante|
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Descorante Enzimatica

EAN

FIGURA 3 — FLUXOGRAMA
FONTE: O autor (2009)

3.2 CORANTES TEXTEIS

O corante téxtil utilizado nos experimentos de biodegradagéo foi o Remazol
azul, fornecido pela empresa Dystar®, localizada em S&o Paulo, possui 0 nome de
Reactive Blue 220 de acordo com a nomenclatura fornecida pela Colour Index
International sendo seu nome técnico Azul Brilhante Remazol BB 133% gran.

Ja para os ensaios de biosor¢cado foram utilizados nove corantes fornecidos
pela empresa Siderquimica® localizada no municipio de S&o José dos Pinhais e
correspondem aos respectivos nomes: Amarelo Sidercron HE4R, Amarelo Sidercron
HEG6G, Azul Sidercron PENG 200%, Azul Sidercron VSBB 133%, Crimson Sidercron
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HEXL, Preto Sidercron RC, Vermelho Sidercron BF3SR 150%, Vermelho Sidercron
HE7B, Vermelho Sidercron PF3B.

3.3 ESPECIMES E MANUTENCAO DAS CULTURAS

As espécies utilizadas nos ensaios de biodegradacédo foram duas: O fungo
Heteroporus biennis obtido em coleta de campo pela professora Ruth Schadeck do
departamento de Biologia Celular da UFPR, e uma linhagem ainda n&o identificada
isolada do ambiente, nas dependéncias do laboratério de biodegradacdo da
Bioquimica da UFPR, denominada 002.

Para os ensaios de biosor¢géo o fungo utilizado corresponde a cepa ainda
sem identificacdo, denominada 003 isolada do ambiente nas dependéncias do
laboratério de biodegradacgdo da bioquimica da UFPR.

As culturas foram mantidas em placas de Petri em dois tipos de meio: BDA
(batata-dextrose &gar) e meio minimo sélido (MMS), o qual contém: NaNO3 (6,0 g/L),
KH.PO, (1,5 g/L), KCI (0,5 g/L), MgSO4; (0,5 g/L), FeS047H,0O (0,01 g/L),
ZnS0,4.7H,0 (0,02 g/L), Glucose (10,0 g/L), Agar (10,0 g/L), incubadas a 28°C na

auséncia de luz e repicadas periodicamente.

3.4 ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO

3.4.1 Inoculagéo de culturas e obtengdo de amostras

A partir de culturas crescidas em MMS durante sete a dez dias foram
retirados fragmentos de tamanho padronizado usando punch de biopsia estéril, de
quatro mm de diametro. As replicas dos ensaios consistiram em vidros contendo
cinco mL de meio liquido ou sélido contendo o corante, cada um deles inoculado

com quatro plugs de micélio de tamanho padréo e incubados a 28 °C. Todos os
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ensaios foram feitos em quadruplicata. Apds 15 dias de incubacdo foram retiradas
as amostras para analise. Nas culturas em meio liquido foi feita a centrifugacdo das
amostras a 5000 rpm por cinco minutos (centrifuga Hsiangtai Machinary Ind.C. Ltda,
modelo MCD-2000) e o sobrenadante retirado para medicdo da absorbancia,
atividade descorante e atividade de enzimas lignoliticas (espectrofotbmetro
Spectrumlab 22PC). Para as culturas realizadas em meio solido foi feita a eluicdo
das substancias contidas no meio de cultivo colocando 2 mL de meio sais (meio sais
tem a mesma composicdo do MMS, porém sem o NaNOs; Glucose 10,0 g/L e agar
bacteriologico 10,0 g/L) e agitando os vidros em um agitador mecénico
(CERTOMAT MO B. Braun Biotech International) por quinze minutos a 150 rpm.
Apos esse intervalo, foi retirada a fase liquida, adicionados mais 2 mL do meio sais e
repetido o procedimento. As fases liquidas coletadas foram guardadas para posterior

analise.

3.4.2 ENSAIOS DE DESCOLORACAO

Dois tipos de ensaios foram realizados: o ensaio de descoloragéo em cultura
e 0 ensaio de atividade descorante. No ensaio de descoloragcdo em cultura, foi
avaliada a degradagdo do corante quando o fungo crescia na presenga deste no
meio de cultura. Os cultivos do microrganismo foram monitorados através da
medi¢cdo da absorbancia do corante em sobrenadantes e eluidos dos mesmos em
260 e 600 nm apo6s 15 dias de incubacdo. A percentagem de descoloracdo foi

calculada da seguinte maneira:

% descoloragéo =_A controte — A cuiura x 100
A controle

De outro lado, os ensaios de atividade descorante avaliaram a capacidade
de descorar uma solucdo padrdo de corante, presente em sobrenadantes e eluidos
de culturas onde o fungo cresceu. Para isto, um ml de sobrenadante/eluido era
misturado com 100 pL de solucdo de corante 1,1 g/L e aferida a absorbancia a 600

nm em intervalos de 30 minutos durante 90 minutos.
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3.4.3 Efeito das fontes de carbono e nitrogénio na producéo de atividade descorante

Para o Heteroporus biennis, foram testadas seis fontes de carbono (glucose,
sacarose, maltose, amido, frutose e glicerol) em trés concentragdes diferentes (5 g/L;
10 g/L e 15 g/L).

Para os meios de cultivo liquido, a composicédo foi a mesma ja descrita para
o MML, a Unica variagdo foi a substituicdo da glucose por uma das outras fontes de
carbono citadas, bem como a variacdo na concentracdo das mesmas. AplOs 0
periodo de incubagédo foram feitas as analises espectrofotométricas de atividade
descorante. O micélio foi retirado com o auxilio de uma alca de plastico para serem
acomodados em eppendorfs previamente pesados e identificados. O sobrenadante
foi transferido para tubos falcon também identificados, para realizar a atividade
descorante, descrita acima.

Os eppendorfs contendo o micélio foram levados até a estufa de secagem a
50 °C overnight. Em seguida uma nova pesagem foi feita e do novo valor foi
descontado o peso anterior, nos revelando o peso do micélio. O que permitiu avaliar
se a atividade de descoloragcdo estava relacionada com o tamanho da massa
micelial ou néo.

Determinada a melhor fonte de carbono, foram testadas seis fontes de
nitrogénio (nitrato de sédio, uréia, cloreto de amdnia, tartarato de aménia, oxalato de
amonia e peptona) em trés concentragdes diferentes (5 g/L; 10 g/L e 15 g/L).

Este experimento foi montado & semelhanca daquele realizado para as
fontes de carbono. Porém, os meios de cultivo dos frascos continham a melhor fonte
de carbono obtida do experimento anterior juntamente com sua concentragao,
variando apenas a fonte de nitrogénio. Todos os cultivos realizados em MML foram
submetidos a verificacdo da atividade descorante dos micélios e foram determinados
0S pesos secos destes. Estes experimentos permitiram elucidar o meio de cultivo

onde a atividade descorante era maximizada.
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3.4.4 Efeito da suplementacdo com sulfato de cobre e manganés na atividade
descorante

Culturas do fungo em meios otimizados para carbono e nitrogénio foram
suplementados separadamente com sulfato de cobre ou manganés (0,1 e 0,5 mM),
crescidas durante 15 dias e determinada a atividade descorante assim como a

presenca de LMEs nos sobrenadantes e eluidos.

3.4.5 Atividade de enzimas modificadoras de lignina, LMEs

A presenca de MnP, MiP e lacase foi determinada pelo teste de oxida¢&o de
ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico) (Jordann e Leukes (2003). Em
cada ensaio 250 pL de sobrenadante/eluido foram incubados na presenca de ions
manganés, perdxido de hidrogénio e substrato (tabela 1). A oxidagdo do substrato
foi monitorado por mudangas da absorbancia a 420 nm nos tempos de 0 a 15

minutos.

TABELA 1 - COMPQSICAO DOS QUATRO ENSAIOS USADOS PARA CARACTERIZAR E MEDIR A
ATIVIDADE ENZIMATICA

Tampao
Sulfato de
H,0, 0,05 Catalase EDTA 20 ABTS 0,05 Acetato
ENSAIO Manganés
mM 200 U/L Mm mM (pH 5,0) 50
20 Mm
mM
MnP Sim Sim Nao Nao Sim Sim
MiP Nao Sim Nao Sim Sim Sim
Lacase Nao Nao Sim Sim Sim Sim

FONTE: Adaptado de JORDAAN, J.; LEUKES, W.D.,(2003)
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3.4 ENSAIOS DE BIOSORCAO

Para caracterizar a atividade de biosor¢éo do fungo foi realizada uma série

de testes relacionados a diferentes condigcdes como:

. Efeito sobre diferentes tipos de corantes téxteis;
o Uso de micélio fresco versus micélio seco;

o Cinética de descoloragéo ao longo do tempo

o Efeito da quantidade de micélio;

o Efeito da temperatura, pH, concentragéo de sal;
o Efeito da concentragéo de corante;

Foram utilizadas duas condi¢cbes para a determinagdo do potencial de
biosorcdo da cepa 003, o de descoloragdo em cultura e o de descoloragéo
diretamente em solug¢des do corante na auséncia de nutrientes. No primeiro método
o fungo foi incubado em meio minimo liquido contendo por separado cada um dos
corantes descritos acima (0,1 g/L) e ap6s 15 dias de crescimento era verificada a
absorbancia do meio apds centrifugacdo. Apds verificar o efeito do micélio sobre os
diferentes corantes, foi escolhido um deles para dar a continuidade a caracterizacao
do processo.

Para os ensaios de descoloragdo diretamente sobre solugbes de corante e
na auséncia de nutrientes, fragmentos de tamanho padronizado do micélio eram
adicionados a vidros contendo 10 mL de solugdo de corante em meio de sais,
incubados durante tempos predeterminados e apoOs centrifugagcdo verificada a

absorbancia dos mesmos.

3.3.1 Efeito do tratamento do micélio

Para analisar o potencial de descoloracdo em cultura, foram retirados, apés
o cultivo das cepas em placas de Petri com MMS padrédo, pequenos circulos deste
meio de cultivo (plugs) utilizando o “punch” juntamente com o micélio crescido os

quais eram inoculados em vidros estéreis contendo 5 mL de meio minimo liquido
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(MML) que dissolvia os corantes a serem testados (SIDERQUIMICA), chegando a
uma concentragéo final de 0,1 g/L. Este ensaio foi realizado em quadruplicata com
trés controles ndo inoculados, apds 15 dias de incubacéo a 28 °C foram feitas as
andlises espectrofotométricas para avaliar o potencial de descoloracéo.

J& para a analise de descoloracéo diretamente sobre solugBes de corante e
na auséncia de nutrientes, foi feito um teste com os micélios em trés diferentes
condigdes. Logo apos seu crescimento, foram submetidos a liofilizac&o por 24 horas,
a secagem por 24 horas em temperatura ambiente, proximo a um papel filtro, e, na
ultima condicdo, o micélio continuou Umido, ou seja, o experimento foi realizado logo
apdés a retirada deste do meio de cultivo. Assim serd possivel avaliar se a
porcentagem de absorcdo alterava-se. Utilizaram-se os micélios cultivados em 100
mL de MML, citado acima, os quais foram realizados varios plugs circulares com o
auxilio de um tubo de ensaio de nove mm de diametro, estes plugs foram incubados
em frascos, os quais continham 5 mL da solug&o do corante a ser testado, dissolvido
em meio sais, resultando na concentragdo final de 0,1 g/L. A medicdo da
absorbancia realizou-se ap6s 12 horas e 32 horas. A massa micelial seca foi
determinada como descrita anteriormente.

Tal experimento visou observar se o estado do micélio (liofilizado, seco ou

umido) iria influenciar na biosorcao do fungo.

3.3.2 Efeito da quantidade de massa micelial na descoloragéo

ApoOs obter o resultado de qual tratamento micelial foi mais eficiente, este foi
fixado nos ensaios posteriores. Entdo foi necesséario determinar a massa micelial
necessaria para obter indices de descoloracdo superiores a 50% em um tempo néo
maior a 6 horas.

Os plugs padronizados foram incubados com a mesma solugéo do corante a

ser testado dissolvido em meio sais, resultando na concentragao final de 0,1 g/L.

A variavel neste ensaio se trata do numero de plugs colocados em cada tubo

da série. Foram realizadas seis séries, a primeira contendo somente um plug, a
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segunda contendo dois plugs, a terceira contendo quatro e seguindo a sequéncia de
seis, oito e finalmente dez plugs. Apds obter o resultado deste experimento foi fixado
0 numero de plugs para os ensaios posteriores. A leitura dos resultados foi feita
apds seis horas, a escolha deste tempo para a realizacdo de leitura, deve-se ao fato
de que tempos maiores ndo seriam de interesse para a industria devido aos grandes
volumes de dgua com corante que seriam manipulados. Cada ensaio foi realizado
em triplicata com dois controles n&o inoculados, tal procedimento foi realizado nos
trés ensaios posteriores. Para obter a certificagdo do peso do micélio, foram
acomodados papéis filtro na estufa a 50 °C durante 24 horas, os quais foram
identificados e pesados. Apos a leitura da absorbancia a amostra foi filtrada, sendo
que os filtros retornaram a estufa e finalmente foram pesados. Tal procedimento foi

realizado nos trés ensaios posteriores.

3.3.3 Efeito do pH e temperatura no potencial de biosor¢ao

O mesmo procedimento de cultivo e corte do micélio foi utilizado neste
ensaio, sendo o corante dissolvido em meios sais 0,1 g/L. Esta solugéo foi calibrada
em diferentes pHs (2 a 9) e colocada em contato com o micélio. Deu-se continuidade
ao ensaio, verificando se a temperatura iria influenciar na taxa de absor¢céo, sendo
elas 28, 35 e 45 °C (trés séries). Depois de mantidos por 6 horas em suas
respectivas estufas, foi realizada a leitura da absorbancia.

O objetivo do experimento foi observar se a eficiéncia de biosor¢cdo era

alterada pela manipulagéo do pH e temperatura.
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3.3.4 Efeito da concentragado de sal no potencial de biosorgéo

Este ensaio segue o protocolo de cultivo e corte do micélio citado acima,
sendo a varidvel neste ensaio o fato de possuir diferentes concentracdes de cloreto
de sbdio (NaCl). Foram realizadas cinco séries, na primeira foi inserida uma
concentracgdo de 0,25 M, aumentando para 0,5 M, 0,75 M, 1 M e finalmente 1,5 M.

O objetivo destes ensaios foi observar se o fungo possuia a capacidade de
biossorver em diferentes concentragdes salinas, inclusive nas mais altas, as quais

sdo vistas nas indUstrias.

3.3.5 Efeito da concentragdo de corante no potencial de biosorgéo

Para a avaliagcdo do efeito da concentragdo do corante, este foi testado em
seis concentragdes 0,1 g/L, 0,25 g/L, 0,5 g/L, 0,5 g/L, 1 g/L, 2 g/L. Tais solugbes
foram distribuidas e colocadas em contato com o micélio durante 6 horas e

determinada a absorbancia dos sobrenadantes.

3.5.6 Tratamento do micélio ap4s biosor¢éo

Para este experimento foram utilizadas as seguintes solugdes: NaCl 2 M
tampao fosfato 50 mM com pH 3 e 9 e 0os micélios coloridos obtidos no ensaio de
biossor¢do. Quatro eppendorfs contendo os micélios de cada corante entraram em
contato com cada uma dessas solugdes e trés eppendorfs que continham somente
as solugdes, serviram como controle. Apos seis horas realizou-se a andlise.

Um segundo teste foi feito utilizando os mesmos métodos, mas com diferentes
solugdes, HCI 0,1 M, NaOH 0,1 M e acetona 70%. Este experimento teve como

objetivo verificar a possibilidade de remover o corante absorvido pelo fungo.



30

4 RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE DESCORANTE DA CEPA HETEROPORUS BIENNIS
4.1.1 Resultados anteriores

Resultados prévios mostraram que H. biennis possui atividade
biodegradativa do corante téxtil Remazol Azul, sendo sua cinética de descoloracdo

semelhante quando cultivado em meio minimo liquido ou sdlido (Graficol).
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GRAFICO 1- DESCOLORACAO DE RB220 POR H. biennis EM MML E MMS
FONTE: CAMPOS, R. (2009)

4.1.2 Efeito das fontes de carbono e nitrogénio

O primeiro experimento foi uma selecédo das melhores fontes de carbono H.
biennis em MML, uma vez que sua atividade descorante neste meio era igual ao
MMS. Este experimento tinha por objetivo analisar se a mudanga na fonte de

carbono produziria alguma alteracéo na descoloragéo ou na atividade descorante.
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Neste experimento os fungos foram crescidos separadamente em meios
contendo seis fontes de carbono: glicose, sacarose, maltose, amido, frutose e
glicerol em concentracdes de 5; 10 e 15 g/L. Apos 15 dias de incubacéo foi medida a
degradacdo do corante na cultura e a atividade descorante contida nos
sobrenadantes.

Ao final dos 15 dias a maioria dos meios haviam sido descorados

visualmente como mostra a figura 4.

FIGURA 4 — FOTO DO EXPERIMENTO DE SELE(;AO DAS FONTES DE CARBONO COM
REMAZOL AZUL APOS 15 DIAS DE INCUBACAO. As fotos indicam a fonte de carbono frutose (A) e
suas concentragdes de 5 g/L, 10 g/L e 15 g/L, seguida das fontes maltose (B), sacarose (D) e amido
(B). Os controles estdo representados pelas letras © e F).
FONTE: O autor (2009)

E tal descoloracéo visual pode ser confirmada através das porcentagens de

descolorac@o em cultura (Grafico 2).
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OAmida 5 g/l
EAmida 10 gL
DAmida 15 gL
OSacarase 5 g/l
W Sacarese 10 g/l
OSacarese 15 g/l
B Glicose 5 gl
OGlicese 10 g/l
M Glicese 15 g/l
Ehattese 5 g/l
Ohdattese 10 g/l
Omaltese 15 g/L
BFrutose 5 @il
BF rutese 10 g/L
BIF rutese 15 g/L
B Gliceral 5 gl
B liceral 10 g/L
O Gliceral 15 afL
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GRAFICO 2 — DESCOLORACAO EM CULTURA DO RB220 POR H.biennis EM MEIOS COM
DIFERENTES FONTES DE CARBONO
FONTE: O autor (2009)

Quando medida a atividade descorante ou capacidade de
eluidos/sobrenadantes de culturas descorarem solu¢gdes de RB220 em 90 minutos
foi observado que a fonte de carbono maltose nas concentracdes de 5 g/L e em
seguida a de 10 g/L se mostraram nitidamente como sendo as melhores, possuindo
uma porcentagem de descoloracdo de quase 90%. Sendo as menos eficientes
fontes de carbono a sacarose com concentracdo de 5 g/L e a de 10 g/L (Grafico 3).
Comparando-se a fonte onde foi maximizada a atividade descorante com a fonte
presente no meio minimo original (glicose 10 g/L) aquela obteve uma melhora de
aproximadamente 300% em relacdo a esta.
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GRAFICO 3 — EFEITO DA FONTE DE CARBONO NA PRODUCAO DE ATIVIDADE DESCORANTE
(ESQUERDA) E NO CRESCIMENTO DE H.biennis (DIREITA)
FONTE: O autor (2009)
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Quando analisa-se a variagdo na massa flngica, verifica-se um aumento da

Y

mesma a medida que a quantidade de carbono disponivel aumenta. Mas este
aumento ndo esta vinculado a atividade descorante. Assim, as condicées onde
houve maior crescimento do fungo (por ex. maltose 15 g/L) ndo correspondem as
melhores condi¢fes para a producédo de atividade descorante (Grafico 3).

Ap6s fixar a melhor fonte de carbono para o fungo, ou seja, em qual delas o
fungo apresentava maior atividade descorante, foi necessario determinar também
qual era a melhor fonte de nitrogénio, visando assim maximizar a producdo de
atividade descorante. O procedimento para a realizacdo deste experimento foi o
mesmo citado para as fontes de carbono sé que, desta vez, utilizando fontes de
nitrogénio. Foram testadas seis fontes, nitrato de sodio, cloreto de aménia, tartarato
de aménia, oxalato de aménia, uréia e peptona bacterioldgica.

Como observado acima, a fonte de carbono maltose com concentracdo 5 g/L
mostrou ser a melhor dentre as outras, entdo esta foi fixada, variando-se apenas as
fontes de nitrogénio.

Apés os 15 dias de incubacdo todas as culturas apresentaram-se
descoradas, exceto aquelas contendo nitrato de sédio nas concentracdes 10 e 15
g/L, uréia nas trés concentracdes e peptona 15 g/L. Em relacdo a analise das fontes,
a peptona mostrou possuir, ao final do experimento, uma cor esverdeada ou
amarelada, adicionado ao fato de apresentar grande viscosidade, o que dificultou

sua andlise (Grafico 4).
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GRAFICO 4 - DESCQLORA(;AO EM CULTURA DO RB 220 POR H. biennis EM DIFERENTES
FONTES DE NITROGENIO
FONTE: O autor (2009)
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A atividade descorante mostrou-se alta principalmente nos meios contendo
cloreto e tartarato de aménia e nitrato de sédio 5g/L (Grafico 4). Neste experimento
0s pesos secos das amostras foram aferidos, os quais parecem ter mantido seu
tamanho na mesma fonte entre concentra¢des diferentes, exceto na fonte nitrato de
sédio. A turbidez apresentada nas fontes de uréia e peptona impossibilitou a
pesagem destes micélios.

Assim como no experimento com fontes de nitrogénio, o crescimento fangico néo
esteve diretamente atrelado a producdo de atividade descorante. Tomando como
base os dados do nitrato 5 g/L que correspondem a fonte de nitrogénio e
concentracdo original do meio minimo pode-se deduzir que nenhuma das outras
fontes melhorou a produgédo de atividade descorante, atingindo, no melhor dos

casos, 0 mesmo valor (ex. tartarato e cloreto de aménia) da original (Grafico 5).
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GRAFICO 5 — EFEITO DA CONCENTRACAO E FONTE DE NITROGENIO NA ATIVIDADE
DESCORANTE E NO CRESCIMENTO DO MICELIO EM H.biennis APOS 90 MIN (ESQUERDA) E
CRESCIMENTO DE H.biennis EM DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO (DIREITA)

FONTE: O autor (2009)

4.1.3 Suplementagdo com sais de cobre e manganés

A investigacdo do fato de que a suplementacdo com CuSO, ou MnSOg4
favoreceria a produgdo de enzimas lignoliticas, foi testada inicialmente em
Heteroporus biennis em meio solido otimizado com glicerol 10 g/L, tartarato de
amobnia 10 g/L e Agar 10 g/L. Na analise da atividade descorante, o sobrenadante

derivado de culturas suplementadas com MnSO, mostra uma melhora na
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porcentagem de descoloracdo em relagcdo a amostra ndo suplementada ao final de
90 minutos. A suplementacdo com cobre ndo melhorou a produgéo de atividade
descorante derivada das culturas (Gréfico 6). Os resultados foram analisados pelo

teste estatistico ANOVA.
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GRAFICO 6 — EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM COBRE E MANGANES NA PRODUCAO DE
ATIVIDADE DESCORANTE DE H.biennis. Analise apds 90 minutos, em meio sélido otimizado com
glicerol 10 g/L, tartarato de amdnia 10 g/L e Agar 10 g/L.

FONTE: O autor (2009)

O dltimo experimento realizado com Heteroporus biennis em meio soélido foi
para avaliar se as suplementagdes citadas acima produziriam um aumento na
expressdo de enzimas lignoliticas (LME). Nas culturas ndo suplementadas ou
suplementadas unicamente com MnSOs encontrou-se oxidacdo do ABTS
majoritariamente quando na presenca de ions manganés e peroxido de hidrogénio,
sugerindo atividade de uma peroxidase dependente de manganés (MnP). A
atividade remanescente na auséncia de perdxido de hidrogénio e ions manganés

sugere a presenca de uma lacase (Grafico 7).
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GRAFICO 7 — ATIVIDADE DE LMES EM H. biennis EM MS OTIMIZADO (glicerol 10 g/L e tartarato
de amobnia 10 g/L) com suplementagdo de CuSO, e MnSO,4 apds 15min.
FONTE: O autor (2009)

A suplementacdo de MnSO4 em Heteroporus biennis aumentou a atividade
total de oxidase de ABTS (MnP e lac) embora o perfii UV do RB220 apos
descoloracéo néo foi alterado pela suplementacao (Grafico 7 e 8).

4 - NS
3,5 =—0,1g/LMn
© 3 4 —0,25¢g/L Mn
8 25 4 Controle
«(0
2 24
2 15 -
O
< 17
05 4
0 T T T f 1 T = T

200 260 320 380 440 500 560 620 680 740 800

Comprimento de onda (nm)

GRAFICO 8 — PERFIL DE UV DE 200 A 600 NM EM H.biennis
FONTE: O autor (2009)
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Ja utilizando meio liquido otimizado com maltose 5 g/L e cloreto de aménio
10 g/L segue-se com a suplementacdo de MnSO, e CuSO., para Heteroporus
biennis. A atividade descorante revela que em 90 minutos os trés tipos de amostra
possuiram uma eficiéncia proxima de 100%. N&o havendo diferencgas significativas

entre as amostras suplementadas e ndo suplementadas (Grafico 9).
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GRAFICO 9 — PORCENTAGEM DE DESCOLORACAO EM H. biennis. Crescimento em MML com
suplementacgéo de CuSO, e MnSO, no ensaio de atividade descorante apds 90 minutos.
FONTE: O autor (2009)

4.2 ATIVIDADE DESCORANTE DA CEPA 002

4.2.1 Resultados anteriores

Resultados prévios mostraram que a cepa 002 possui atividade descorante e
que esta & maior em sobrenadantes de MML em relacdo a eluidos de MMS
(Campos, 2009) (Gréfico 10). A partir dessas informacgdes foram realizados testes de

avaliacdo da suplementacgéo de sulfato de cobre e manganés em MML.
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GRAFICO 10- DESCOLORACAO DE RB220 PELA CEPA 002 EM MML E MMS
FONTE: O autor (2009)

4.2.2 Suplementagdo com sais de cobre e manganés

A suplementacdo com Cu*? e Mn*? foi realizada em 002 em meio liquido
otimizado com maltose 5 g/L e oxalato de aménia 5 g/L. Ao observarmos o gréfico
da atividade descorante concluiu-se que ndo houve diferengas significativas entre as
amostras nao suplementadas, com 0,1 mM e 0,25 mM de sulfato de manganés ao
final de 90 minutos, mantendo-se em torno de 93%. A adicdo de sulfato de cobre
obteve uma porcentagem de descoloracé@o de 82%, ndo havendo também diferencas
significativas entre as amostras (Gréfico 11). Os valores citados acima se referem
apos 90 minutos de atividade descorante, mas ressalto que com apenas 30 minutos
dessa atividade os valores ja estavam préximos aos resultados postos acima,
variando de 75% com suplementacdo de MnSO. e 80% para as amostras
suplementadas com CuSO,. Embora ndo tenha havido mudangas na descoloracdo
em 600 nm quando monitoradas as amostras no espectro UV, unicamente aquelas
derivadas de culturas suplementadas mostraram diminuicdo da absorbéancia em 260

nm, permitindo maior biodegradacgéo (Grafico 12).
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GRAFICO 11 — PORCENTAGEM DE DESCOLORAQAO EM 002 EM MML SUPLEMENTADO COM
CuSO,4 E MnSO;,. Ensaio de atividade descorante apds 90 minutos.
FONTE: O autor (2009)
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FONTE: O autor (2009)

Peso Micélio (mg)



40

4.3 ENSAIO DE BIOSORCAO COM A CEPA 003

Uma triagem preliminar mostrou que a cepa 003 apresentava capacidade
para absorver diferentes corantes em solugdo (Figura 5). A partir deste dado, o
objetivo foi verificar se diferentes condicdes como temperatura, pH, concentragédo de
NaCl e concentracdo de corante influenciaria a eficiéncia de tal atividade.

O teste inicial foi o de descoloragdo em cultura contendo nove diferentes
corantes, durante 15 dias de crescimento. O resultado deste experimento nos revela
gue a cepa 003 possui grande capacidade de absor¢cdo de todos os nove corantes
testados. Como mostra o grafico 13, a grande maioria das solu¢cbes de corantes foi
descorada ao redor de 95%, com exce¢do do PFNG, na qual esta foi ao redor de

60%.
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GRAFICO 13 — PORCENTAGEM DE DESCOLORAGAO EM CULTURA DA CEPA 003

FIGURA 5 - FOTO DO MICELIO 003 APOS REALIZAR DESCOLORAGAO EM CULTURA
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Durante a descoloracdo em cultura, a medida que o fungo cresce o corante
vai sendo absorvido pela massa micelial durante 15 dias. Os experimentos a seguir
utilizaram massa micelial crescida anteriormente e adicionada (em diferentes
guantidades) a solucdes de corante em meio de sais, verificando a descoloracéo
durante 6, 12 ou 32 horas. Entéo foi avaliado o efeito do pré-tratamento do micélio,
quantidade necessaria de micélio para encurtar o tempo de monitoramento para 6
horas, e o efeito de outras variaveis como temperatura, pH, concentracdo de sal e
de corante.

O micélio submetido a liofilizagdo ndo apresentou resultados favoraveis, sua
taxa de absorcéo foi muito baixa, néo alterando visivelmente a mudanca de cor, tal
resultado nao foi submetido a leitura espectofotométrica. Ja o micélio Uumido
mostrou-se mais eficiente que o seco (Gréfico 14).

Ao observarmos os graficos nota-se que a cepa 003 absorve mais
eficientemente o corante HE7B em relacdo aos outros, sendo entdo o selecionado

para 0s proximos experimentos.
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GRAFICQ 14 — DESCOLORACAO DA CEPA 003 EM NOVE CORANTES COM MICELIO NA
CONDICAO UMIDA E SECA Leitura da absorbancia apés 12 horas.
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ApOs comprova-se que o micélio umido foi o mais eficiente em relacdo aos
demais tratamentos, este foi utilizado para os ensaios posteriores juntamente com o
corante HE7B, mais suscetivel a biosor¢do pelo fungo. O préximo ensaio refere-se a
obtencéo da informacédo da quantidade micelial necesséaria para absorver o maximo
de corante na concentragdo 0,1 g/L. Chegamos a conclusdo de que a amostra que
possuia dez plugs mostrou a porcentagem de descoloracdo mais eficiente dentre as
outras, chegando a um valor proximo de 80% comparado com menos de 20% na
que possuia um plug. O numero de dez plugs foi fixado nos proximos ensaios
(Gréfico 15)

—e— Micélio

100 + - 30
i 25 o
’% 80 T ﬁ S
g /i-/ + 20 o
3 60 - T o
b +15 L
S =

o 40 e

o ] +10 3
o F | o] o)
S 20 - ’_’I:’//f// 15 O

0 0

1 plug 2 plugs 4 plugs 6 plugs 8 plugs 10 plugs

GRAFICO 15 — PESO DO MICELIO X PORCENTAGEM DE ABSORCAO DO CORANTE HE7B
FONTE: O autor (2009)

Apos fixado o namero ideal de plugs (dez) no ensaio anterior, foi realizado o
presente ensaio visando obter a informagdo se diferentes concentragdes de sal
alterariam a descoloragdo do corante pelo fungo, bem como diferentes pHs. No
primeiro ensaio, foram realizadas cinco séries, com as respectivas concentracdes de
NaCl 0,25 M, 0,5 M, 0,75 M, 1 M e finalmente 1,5 M. No segundo experimento, 0s
valores de pH de 2-9 totalizaram oito séries.

Analisando as amostras observamos que o fungo ndo altera
significativamente a sua capacidade de descoloracdo do meio em diferentes
concentracdes de cloreto de sédio e pH, mantendo sempre a porcentagem de

descoloragéo ao redor de 80% (Grafico 16 ).
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GRAFICO 16 — CONCENTRACAO NaCl X PORCENTAGEM DE ABSORCAO E DIFERENTES
(ESQIERDA) E pHs X PORCENTAGEM DE ABSORCAO DO CORANTE HE7B (DIREITA)
FONTE: O autor (2009)

Por este motivo prosseguiu-se 0s ensaios utilizando meio sais, o qual contém
pH 6,8. Realizou-se, entdo, o teste de absor¢cdo em diferentes concentracdes de
corante, e temperatura. Seguindo os mesmos procedimentos de cultivo e corte do
micélio, dissolveu-se o corante em meios sais resultando diferentes concentragdes,
0,1 g/L, 0,25 g/L, 0,5 g/L, 1 g/L, 2 g/L. Tais solu¢bes foram distribuidas em aliquotas
de cinco ml e posteriormente colocadas em contato com o micélio.

A leitura do sobrenadante das amostras mantidas em diferentes
concentragdes de corante mostra que a absor¢cdo € muito maior quando este esta
em baixas concentrac¢des, por exemplo, 0,1 g/L, o qual apresenta em torno de 85%
de descoloracéo, ja as concentragfes de 0,25 M e 0,5 M reduzem este valor para
70% e 30% respectivamente. As concentragcbes de um e dois g/L quase néo

apresentaram nenhuma absorgéo (Gréfico 17).
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GRAFICO 17 — DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE CORANTE HE7B X PORCENTAGEM DE

ABSORCAO DO CORANTE HE7B
FONTE: O autor (2009)
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Uma vez que a descoloracdo do meio € maior na concentracdo de 0,1 g/L,
fixou-se este valor nos ensaios posteriores. A proxima variavel foi a temperatura,
objetivando obter a informagdo se esta iria influenciar na taxa de absorgéo.
Utilizaram-se trés temperaturas, 28, 35 e 45 °C (trés séries). As amostras mantidas
em diferentes temperaturas revelam que a variagdo desta ndo alterou

significativamente o potencial de descoloragéo (Grafico 18).
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GRAFICO 18 — DIFERENTES TEMPERATURAS X PORCENTAGEM DE ABSORCAO DO
CORANTE HE7B
FONTE: O autor (2009)

5 DISCUSSAO

5.1 BIODEGRADACAO

Um crescente nimero de estudos revela a importancia das condigbes e
composicdes do meio em que o fungo com potencial de biodegradacdo (WRF) é
mantido. Tal importancia deve ser considerada, uma vez que variacbes dessas
condi¢des influenciam na expressdo das enzimas envolvidas na degradacdo de
xenobioticos.

Um amplo nimero de componentes pode variar no meio, como é o caso das
fontes de carbono e nitrogénio bem como suas concentragdes e a suplementacdo

com ions metélicos, onde se encaixam o cobre e 0 manganés (TEKERE, M., et al.
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2001, YAMANAKA, R. et al. 2008, BUSWELL, J.A.; CAIl, Y.; CHANG,S.,1995,
ELISASHVILI, V.; KACHLISHVILI, E.; PENNINCKX, M., 2008).

No trabalho com o principal modelo dos WRF, o Phanerochaete
chrysosporium, era geralmente aceito que a producdo de LMEs se tornava
favorecida quando seu crescimento ocorria em meios limitados de nutrientes, como
o carbono e o nitrogénio, mas & medida que novas espécies foram sendo estudadas
verificou-se que estas condi¢cdes sdo extremamente variaveis e particulares a cada
espécie ou isolado (BUSWELL, J.A.; CAIl, Y.; CHANG,S.,1995). Alguns trabalhos
revelam resultados diversos de acordo com as condi¢des testadas, como € 0 caso
de TEKERE, M., et al,, (2001), o qual demonstrou em T. cingulata e T. pocas uma
baixa producdo de MnP em meio contendo alto teor de carbono e baixa
concentracdo de nitrogénio, a0 mesmo tempo a alta atividade desta enzima foi
notada para T. versicolor quando ambos, carbono e nitrogénio, estavam presentes
em altas quantidades. O mesmo trabalho revelou que T. gallica requer uma grande
quantidade de nitrogénio pra sintese de lacase e MnP. Ainda, BUSWELL, J.A.; CAl,
Y.; CHANG,S.,1995, relatou que grande producéo de lacase foi observada em altas
concentracgdes de nitrogénio quando comparado com as culturas mantidas em baixa
concentracao de nitrogénio.

Em relacdo a mudancas na fonte de carbono, HATVANI, N.; MECS, . (2002)
utilizando Lentinus edodes observou a mais rapida descoloragdo com extrato de
maltose como fonte e PARK, C. et al.,, (2007), encontraram maior descoloragao
quando utilizavam glicerol e frutose como fonte ao invés de glucose. MIKIASHVILI,
N. et al., (2005) testaram vérias fontes de carbono em Trametes versicolor em meio
liquido, sendo manose e celobiose os melhores substratos para a producdo da
mesma enzima. Como fonte de nitrogénio, PRACHI, K.; ANUSHREE, M., (2009)
trabalhando com a cepa A. ochraceus reportaram um efeito inibitério da peptona, a
gual necessitou de 15 dias para descolorir o meio. HATVANI, N.; MECS, I., (2002),
relatou que a cepa Lentinus edodes obteve uma rapida descoloragcdo quando
utilizado cloreto de aménia seguido de peptona e extrato de malte.

Os resultados obtidos parecem estar de acordo com tais informagdes, uma
vez que a mudancga na fonte de carbono e nitrogénio induz diferengas nas taxas de
descoloragéo do meio para H. biennis.

Além de tais mudancgas, a suplementacdo com ions metélicos como cobre e

manganés tem mostrado efeito modulador da expressdo de LMEs. O ion cobre
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forma parte do esqueleto estrutural das lacases enquanto os ions manganés séo
mediadores necessarios para a atividade das MnPs. A presenca em baixas
concentragdes na maioria dos metais ndo produziu um efeito inibitério na atividade
da lacase em Ganoderma lucidum, inclusive aumentou quando utilizado metais
como o Cu*?. Entretanto em altas concentracdes na maioria dos metais pesados
houve uma reducdo na atividade desta enzima, novamente com excegdo do Cu*?
(KUMARASAMY, M. et al., 2009).

Em contrapartida, YAMANAKA, R. et al., (2008) mostra que um aumento na
concentracdo de cobre inibe o crescimento de T. vilosa, mas estimula a produgéo de
lacase e peroxidases, quando comparada com a amostra sem suplementacao.

A utlizacdo do manganés, deve estimular a producdo de LMEs, mas o
mesmo estudo citado acima revela que este papel algumas vezes mostra-se
controverso. Em P. chrysosporium a presenca desse metal € de fato importante para
estimulacdo de tal enzima, o que ndo se confirma para Bjerkandera sp. Ainda um
aumento na concentragcdo de manganés em T. villosa, ndo induziu uma produgéo de
MnP pelo fungo e nenhuma estimulagéo de lacase foi observada.

A adicdo de MnSO, em L. edodes em diferentes concentragdes apresentou
uma zona de descoloragéo igual, mas diferencas na extenséo da degradagéo foram
visivelmente observadas, o amarelo brilhante tornou-se laranja em baixas e altas
concentragdes, sendo que a melhor descoloragdo ocorreu em uma concentragéo
intermediaria. A producdo de lacase foi maximizada quando a suplementacéo foi
realizada em altas concentracdes, e a expressao de ambas, lacase e MnP aumentou
quando em baixas concentragbes de MnSO, (HATVANI, N.; MECS, I. (2002).

O resultado obtido neste trabalho indica que a suplementagéo n&o alterou a
producédo de atividade descorante em nenhum dos fungos testados quando
monitorada pela absorbancia no espectro visivel, mas foi observado um aumento da
capacidade oxidante total (usando ABTS como substrato) no fungo H. biennis em
MS, quando adicionada sulfato e manganés. E, ainda, houve diminuicdo da
absorbancia no espectro UV unicamente apos suplementagdo de MnSO, para o
fungo 002.

5.2 BIOSORCAO
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Varios fatores podem afetar a biosorcdo, como o0 tipo e natureza da
biomassa, fase de crescimento, nutrientes disponiveis, composi¢cdo da parede e
membrana externa bem como a solubilidade do corante. Assim como fatores
relacionados ao meio ambiente como fisico-quimicos podem interferir na atividade
descorante, como € o caso do pH, temperatura, concentracdo de corante e forca
idnica (GADD, G.M., 2008, PRACHI, K.; ANUSHREE, M., 2009). Segundo AKSU, Z.
(2005), o pH é um dos principais fatores que afetam n&o somente a capacidade de
biosor¢éo. A solucédo de pH influencia sitios de ligacéo da superficie da célula com o
corante e a quimica deste na 4gua. Alto nivel de descolorag&o obtido a baixos pHs
deve-se a atragcdes eletrostaticas entre os anions do corante, e os cétions presentes
na superficie da célula. O hidrogénio também age como uma ponte entre as paredes
celulares de leveduras e a molécula do corante (BANKS, C.J.; PARKINSON, M.E.,
1992, FU, Y.; VIRARAGHAVAN, T., 2001).

O trabalho de AKZU, Z.; DONMEZ, G. (2003) revela que nove espécies de

fungos sofreram diferengas na absorcdo do corante remazol azul quando
submetidos a diferentes pHs. A biossor¢cdo do corante foi méxima em pH baixo,
havendo um decréscimo desta taxa quando o0 meio se tornava basico.

Em outro estudo, a taxa de biosor¢cdo em A. bisporus aumentou quando
submetido a pHs é&cidos, a qual decaiu significativamente quando o pH se tornou
basico (AKAR, T., et al., 2009). Contraditoriamente, MAURYA, N.S.; MITTAL, A.K;
ROTHER, E., (2006), utilizando o corante azul de metileno observou um aumento no
potencial de biosorgdo quando se elevava o pH com duas cepas de fungo (Fomes
fomentarius e Phellinus igniarius). No entanto, a absorcdo de um segundo tipo de
corante (Rodamina B) néo foi significativamente afetada pelo aumento do pH.

A cepa 003 n&o apresentou os mesmos resultados, sem haver alteragdo da
atividade descorante em diferentes pHs, o qual se manteve em torno de 80%.

Outro fator que altera a taxa de descoloragdo do meio € a variacdo da
temperatura, uma ampla quantidade de efluentes téxteis é descarregada no
ambiente em altas temperaturas (50-60°C), tornando-se um importante parametro
que influencia em tal taxa (AKSU, Z., 2005).

Segundo PRACHI, K.; ANUSHREE, M., (2009), a maioria dos trabalhos

relata que o aumento da temperatura influencia positivamente na atividade de
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biosorcdo. Contraditoriamente a cepa R. nigrican em uma temperatura inicial de 20°
C mostrou uma forte adsorgao para trés corantes testados, sendo sua atividade de
biosorcéo reduzida quando se aumentou a temperatura para 30°C. (KUMARI, P.,
2006).

Neste trabalho a variacdo da temperatura ndo afetou significativamente a
atividade descorante para a cepa 003.

A presenca de sais e cations Na*, K*, Ca** no efluente téxtil induz um
aumento na forga ibnica, o que pode acabar influenciando significativamente a taxa
de adsorgédo. Foi observado que a atividade reduz quando se aumenta a forga
idnica, como exemplo em Phellinus igniarius e Fomentarius. Tal efeito adverso pode
ser devido a mecanismos de troca idnica que estejam em operagédo com O processo
de biosor¢do. E o fato de ocorrer a competicdo de ifons Na' ,presente no sal
utilizado, com as cargas positivas, presentes na molécula do corante, pelos mesmos
sitios de ligacdo na superficie do biosorvente (MAURYA, N.S.; MITTAL, AK;
ROTHER, E., 2006).

Em nosso estudo, o aumento da concentracdo de sal de 0,25 M para 1,5 M
nao alterou significativamente a biosor¢éo da cepa 003.

O ultimo fator com potencial de influenciar na adsor¢do do corante é a sua
concentracgao inicial. Esta fornece a forca impulsionadora necessaria para que sejam
superadas as resisténcias de transferéncia de massa entre as fases solida e liquida.
Dependendo da espécie de fungo s@o observadas diferentes capacidades de
biosorcdo. AKZU, Z.; DONMEZ, G. (2003), revela que tal capacidade chegou a
90%, quando quatro cepas (S. cerevisiae, S. pombe, K. marxianus e C.
membranaefaciens) foram submetidas a uma concentragéo inicial de 0,1 g/L, mas
qguando se elevava este valor ndo havia alteragdo na biosorgéo, indicando que as
cepas chegaram a suas capacidades de saturagdo. A adsor¢cado de Remazol Azul na
concentracdo de 0,1 g/L dessas leveduras foi determinada como sendo 90, 87, 89 e
95 mg/g de micélio. Diferengas entre espécies alteram sua capacidade de ligacdo
com o corante, devido a propriedades deste, como estrutura, grupos funcionais, area
de superficie e diferengas morfoldgicas dependendo do género e espécie de fungo
(AKZU, Z.; DONMEZ, G., 2003).

No presente estudo, observou-se que quando aumentou-se a concentragéo

de corante de 0,1 para 0,2, 0,5, 1 e 2 g/L houve uma reducdo na atividade de
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biosorcdo e a descoloracdo realizada pela cepa 003 diminuiu de acordo com o
aumento da concentragéo de corante. A adsorgéo do corante HE7B na concentragao

de 0,1 g/L pela mesma cepa foi determinada como sendo 25 mg/g de micélio.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que o cultivo dos fungos em meio sélido e meio liquido produziu
diferencas na atividade descorante de Heteroporus biennis.

O tipo de fonte de carbono e de nitrogénio assim como a concentragao
destas no meio de cultura alterou significativamente a producdo de atividade
descorante.

A suplementagéo com sulfato de cobre e manganés nao alteram a atividade
descorante nas cepas de H. biennis e 002. Mas em UV a adi¢cédo de sulfato de
manganés diminui o pico de 460 nm.

O micélio na condicdo Uumida da cepa 003 possui maior potencial de
absorgédo quando comparado com liofilizado e seco, é capaz de biosorver nove tipos
de corantes.

Alteragdes nos valores de pH, concentragdo de sal e temperatura néo
influenciaram na taxa de absorg¢éo. De acordo com o0 aumento na concentragéo de
corante, a biosorgao diminui.

O tratamento do micélio apés biosorcdo com diferentes solugdes indicou que

0 corante parece ser internalizado pelo fungo.
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