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RESUMO

O tratamento de efluentes téxteis € de grande importancia da perspectiva
ambiental. Devido ao grande volume gerado e a sua composicdo, €
considerado um dos grandes geradores de poluentes. Este trabalho teve por
objetivo avaliar o potencial de fungos capazes de biodegradar solucdes da
classe de corantes reativo empregados na industria téxtil. Foram utilizados os
corantes Remazol Azul Brilhante, Remazol Vermelho e Remazol Amarelo.
Estes foram escolhidos pela importancia na utilizacdo dentro da industria téxtil.
Como meio de cultivo, para os ensaios de degradacdo, empregou-se meio
minimo com diferentes concentracdes de Remazol e meio minimo de sais. A
observacéo da primeira triagem foi feita apés 15, 30, 45 dias de incubacdo,
Nestes ensaios foram utilizados os fungos Phomopsis sp, Pestalotiopsis
microspora, Pestalotiopsis sp, Pestalotiopsis vismae, Colletotrichum boninense
(FAC25) e Heteroporus biennis, Os resultados obtidos permitem concluir que o
Pestalotiopsis vismae e o0 Heteroporus biennis sdo microrganismos
promissores quando utilizados na biodegradagcédo das solu¢des dos corantes
azul, em funcdo dos seus altos rendimentos. Os fungos Phomopsis sp,
Pestalotiopsis microspora, Pestalotiopsis sp,. Colletotrichum boninense
mostraram-se ineficientes para os corantes estudados, pois necessita de um
periodo muito longo de incubacdo para descolorir 0s corantes, 0 que ndo seria
interessante para a industria. O corante Remazol Amarelo e o Vermelho néo
foram degradados efetivamente por nenhum dos microrganismos neste estudo.
Estes resultados levam a estudos mais aprofundados dos microrganismos com
um bom potencial biodegradador, para otimizacdo do método e também

reducdo no tempo de tratamento dos efluentes.



1 INTRODUCAO

A agua € um recurso natural indispenséavel e em funcédo da degradacao
ambiental e da poluicdo dos mananciais, a agua potavel vem se tornando
escassa. Atualmente ela € um dos bens mais caros e preciosos da qual
depende a sobrevivéncia humana.

Alguns fatores como: o crescimento acelerado da populacdo, a forte
urbanizacdo das cidades, a industria e a expansdo das areas agricolas,
contribuiram para a poluichio das reservas de &guas disponiveis,
comprometendo-as total ou parcialmente.

Segundo dados da Associagdo Brasileira da Industria Téxtil, este setor é
de grande importancia no Brasil, sendo o sétimo parque industrial do mundo e
um dos que mais utiliza dgua: cerca de 150 litros por quilo de tecido produzido.

O reuso direto de efluentes gerados nas etapas do processo téxtil &
muito limitado, pois existem diversos contaminantes e em concentra¢gées muito
variadas, que dependem do tipo de preparacédo e do protocolo de tingimento
utilizado. Como exemplos desses contaminantes sao os diversos corantes
utilizados para os mais variados tipos de fibras.

Os corantes téxteis atuais possuem alto grau de estabilidade quimica e
fotocatalitica, de forma a manter sua cor por mais tempo. Devido a
caracteristica recalcitrante dos corantes e a diversidade de produtos quimicos
presentes nos efluentes, uma combinacéo de tratamentos € necesséria para a
purificacao.

A remocao de corantes de aguas residuais téxteis tem sido um assunto
de grande interesse nas ultimas décadas. Em geral, os corantes ndo séo
biodegradaveis, ndo sendo eficientemente removidos durante o tratamento

biolégico do efluente.

A utilizacdo de microrganismos capazes de degradar compostos
organicos tem se mostrado um método bastante promissor para o tratamento
desses rejeitos. Porém, este processo apresenta algumas limitagdes como, por
exemplo: ndo € uma solugédo imediata e os locais a serem tratados devem estar
preparados para suportar a acdo dos microrganismos. Estudos baseados no uso
de microrganismos para degradar compostos quimicos, como € o caso dos
corantes, tém obtido maiores atencdes por parte de pesquisadores, para que

essas limitagbes sejam superadas.



Pesquisas tém demonstrado que o0 complexo enzimatico dos
basidiomicotas atua naturalmente na degradagédo da lignina, principalmente
devido & acdo das lacases e peroxidases. Devido a semelhanca entre 0s grupos
guimicos presentes na lignina e nos corantes téxteis, estas enzimas também séo
capazes de degrada-los, constituindo uma possivel alternativa para 0 uso na
remediacao de efluentes da industria téxtil (DAVIS e BURNS, 1990).

Devido ao carater toxico das variedades de corantes, torna-se
necessario o desenvolvimento de tecnologias adequadas para o seu controle.
Neste contexto, novas idéias para o tratamento de aguas e efluentes que
destroem ou imobilizam compostos organicos téxicos vém sendo direcionadas
para criar estratégias onde o tratamento de poluentes seja 0 mais efetivo e
econdmico possivel (MORAIS, 1999).



2 OBJETIVOS

Averiguar a capacidade de isolados do fungo isolado do ambiente

Heteroporus biennis, e dos fungos endofiticos Pestalotiopsis vismae,
Pestalotiopsis sp, P. microspora, Phomopsis sp e Colletotrichum
boninense crescerem em meios com corante do tipo Remazol
(vermelho, amarelo ouro e azul brilhante);

e Selecionar isolados fungicos com a capacidade de degradacdo dos
corantes.

e Verificar o uso dos corantes como fonte de carbono e nitrogénio pelos
fungos;

e Verificar se ha inibicdo de crescimento dos fungos selecionados em

concentra(;()es crescentes dos corantes;



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CORANTES E MEIO AMBIENTE

A origem dos corantes téxteis € incerta, mas ha indicacfes de seu uso
pelo homem desde o inicio das civilizacbes. Sua presenca foi detectada em
amostras de tecidos em tumbas egipcias e antigos hierdglifos datados de 2500
a.C. Até a metade do século 19, sO existiam pigmentos naturais, provenientes
de vegetais, insetos, moluscos e minerais, cujas férmulas de extracdo e
aplicacdo eram muito bem guardadas.

A grande revolucdo na historia desses compostos ocorreu quando o
quimico William H. Perkin descobriu, em 1856, o primeiro corante sintético
(malva), derivado do coque. Foi o primeiro passo para a producédo de corantes
sintéticos em grande escala.

Segundo a revista de quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina, uma grande variedade de corantes quimicos € utilizada na industria e
a maior parte deles vai para a area téxtil; mas as areas de produtos em papel,
indUstrias alimenticias, cosméticos, tintas e plasticos também sdo usuérios
importantes. O Colour Index (catdlogo da Society of Dyers and Colourists)
registra atualmente mais de oito mil corantes sintéticos associados a industria
téxtil. Essa diversidade se justifica pelo grande sucesso comercial dos produtos
téxteis que passam por um processo de tintura.

Para atender a um mercado cada vez mais exigente, a industria tem
investido no desenvolvimento de corantes econdmicos, com propriedades
especificas, para obter boa fixacdo da coloracdo nos tecidos, oferecendo alta
resisténcia aos agentes desencadeadores da descoloracdo. Normalmente, a
fixacdo do corante a fibra € feita através de reacf6es quimicas ou por adsorcao
(fixacdo de moléculas de uma substancia na superficie de outra) ou também
por derivados gerados por rea¢des quimicas durante o processo de tintura.

Os corantes apresentam estruturas moleculares complexas que podem
envolver, durante seu processo de sintese, até 500 reac¢fes intermediarias.
Para isso apresentam um grupo cromoforo, que da cor ao composto pela
absorcdo de uma parte de energia radiante, também conhecido como azo,
antraquinona, nitro, entre outros, e grupos auxiliares que propiciam sua

afinidade pela fibra téxtil sendo ela natural ou sintética.



Neste contexto, os diversos corantes utilizados em varios segmentos
industriais surgem como um problema ambiental. Dentro deste uso, uma
significante porcdo destes aparece sob forma de residuos e o descarte de
corantes em rios e lagos prejudica a absorcdo de energia luminosa e alteram
0s ecossistemas aquaticos (FERREIRA et al,2000). Alguns corantes de alto
poder de fixacdo liberam substéncias toxicas como altas concentracfes de
metais pesados. Outros podem ser acumulados por plantas expostas aos
efluentes e conseqlentemente passar para a cadeia alimentar, contaminando
outros organismos. Normalmente os corantes sado recalcitrantes (compostos
gue permanecem num ambiente de forma inalterada, podendo ser naturais ou
sintéticos) ou apresentam uma cinética de degradacdo muito lenta para os
processos biolégicos convencionais (KUNZ, 1999).

A agua possui sua qualidade avaliada em termos de suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas. No entanto, o conceito de pureza depende
destas caracteristicas, mas também de seu uso. O Brasil detém uma das
maiores reservas de agua do mundo — 15% da agua doce superficial disponivel
no planeta (segundo o Instituto para o Desenvolvimento Ambiental), mas este
recurso estd sendo mal utilizado e politicas de minimizagdo e reuso de aguas
residuérias, principalmente industriais, devem ser estabelecidas e colocadas
em pratica.

Na industria, a agua é utilizada principalmente para trés finalidades:
incorporacdo em produtos especificos, atuacdo como fluido térmico
(aquecimento ou resfriamento) e eliminacdo de componentes indesejaveis
(PUIGJANER et al, 2000). Além disso, a legislagdo ambiental € restritiva,
aliada a elevados custos de tratamento, disposicdo final de poluentes
industriais, e ainda considerando o desperdicio que significa um residuo ndo
aproveitado no final do processo, torna-se importante a necessidade de
adaptacdo das industrias para a reducdo de efluentes aquosos. Os efluentes
sdo geralmente produtos liquidos ou gasosos produzidos por industrias ou
resultante dos esgotos domésticos urbanos, que sdo lancados no meio
ambiente.

A minimizacdo de insumos quimicos tem como principais objetivos: a
reducdo do volume, da toxicidade e da carga poluidora dos efluentes aquosos

gerados num determinado processo. Assim, este conceito baseia-se em acdes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ind%C3%BAstria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Esgoto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Meio_ambiente
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qgue levem a reducéo ou eliminacdo dos poluentes em sua fonte de geracao,
por meio de modificacbes nos processos produtivos

Atualmente, o tratamento e reuso dos efluentes da indastria téxtil
constitui um mercado potencial para a agua recuperada, ja que esta é ideal
para as indastrias que ndo necessitam de agua potavel em seus processos

Problemas ecolégicos com relacdo aos corantes vém da idéia de que
uma pequena quantidade causa um pequeno impacto ambiental. Isto leva
algumas industrias a adotarem um processo de diluicAo dos rejeitos,
demandando uma grande quantidade de agua (quer tratada por Orgaos
governamentais ou mesmo captadas e tratadas pela propria indastria),
aumentando o custo final de seus produtos sem efetuar um real tratamento dos
residuos (GUARATINI, 2000).

A industria vem gerando, durante décadas, milhdes de quilos de
corantes. Mais de 700 mil toneladas de 10 mil tipos de corantes e pigmentos
sdo produzidas anualmente no mundo. Segundo dados da Associagéo
Brasileira de Quimica (Abiquim), de 1997, o Brasil é responsavel por 2,6% da
demanda mundial de corantes.

Estima-se que cerca de 15% dos corantes utilizados no processo de
tingimento sdo descartados nos efluentes (DELLAMATRICE & MONTEIRO,
2006) e gue essa perda representa um lancamento de 1,2 tonelada por dia
desta classe de compostos para o meio ambiente. A principal fonte dessa
perda corresponde a incompleta fixacdo dos corantes (10 - 20% do corante nédo
se fixa a fibra) durante a etapa de tingimento das fibras téxteis (GUARATINI &
ZANONI, 1999).

Nos ultimos anos, regulamentacdes rigorosas tém sido estabelecidas em
muitos paises referentes ao descarte de efluentes coloridos. A legislacao
governamental esta se tornando cada vez mais rigorosa, especialmente nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, no que diz respeito a remocao de
cor dos efluentes industriais. A aplicacdo destas leis assegura que industrias
téxteis e demais ramos da industria, tratem seus efluentes para que se ajustem
aos padroes requeridos, minimizando assim o0 impacto ambiental
(ANJANEYULU et al., 2005).



Considerando que os corantes ndo pertencem a uma mesma classe de
compostos quimicos e que unido ao seu uso ha varios outros aditivos quimicos
de composicdo diversificada como 0sS umectantes, antiespumantes,
dispersantes, ajustadores de pH, entre outros, durante o banho de tintura, a
montagem e a fixacdo, o processo de remoc¢ao dos residuos torna-se dificil e
caro.

Os corantes podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica ou de acordo com o método pelo qual € fixado a fibra téxtil. Os
principais grupos de corantes, classificados pelo modo de fixacdo, sao
(IMMICH, 2006):

+ CORANTES ACIDOS: s&o sollveis em agua. As cores sdo, geralmente,
brilhantes e o material tingido apresenta niveis bons de resisténcia. Esta classe
de corante inclui os metais: cromo, cobre, estanho e aluminio. E em func¢éo de
problemas ambientais, seu uso vem decrescendo continuamente,

praticamente ja em desuso nos EUA.

+ CORANTES AZOICOS (NAFTOIS): constituidos de dois compostos
quimicamente reativos, que sdo aplicados a fibra em diferentes estagios,
produzindo pigmento insoltvel dentro da fibra. Produzem tonalidades brilhantes
e escuras de amarelo, laranja, vermelho, marrom, preto e azul. O corante
apresenta boa solidez a luz e resisténcia ao peréxido e outros alvejantes. No
entanto, seu uso tem diminuido nos ultimos anos devido aos custos de
aplicacao e suspeitas quanto a possivel presenca de produtos carcinogénicos

nos efluentes.

+ CORANTES BASICOS (CATIONICOS): sdo corantes de baixa solubilidade
em agua. LigagOes ibnicas sao formadas entre o cation da molécula do corante
e 0s sitios anidnicos na fibra. Sdo fortemente ligados e ndo migram facilmente.
Produzem cores brilhantes e resistentes (exceto em fibras naturais), e

apresentam uma variedade de cores ilimitada.

* CORANTES A CUBA: apresentam uma boa cartela de cores, mas as

tonalidades, geralmente, s&o opacas. S&o usados, principalmente, no



tingimento e estamparia de algodao e fibras celulésicas, ou em produtos que
requeiram boa resisténcia a varios agentes. Apresentam Otima solidez a
lavagem, luz e transpiracdo. S&o fornecidos tanto na forma soldvel, quanto na

insolivel em agua.

+ CORANTES DIRETOS OU SUBSTANTIVOS: sdo compostos sollveis em
agua. Produzem cores escuras e brilhantes, que variam enormemente quanto a
solidez a luz. A resisténcia a lavagem é limitada e o uso de fixadores quimicos
pode aumentar sua resisténcia a umidade. A grande vantagem desta classe de

corantes € a diminui¢do do conteudo do corante nas aguas de rejeitos.

« CORANTES DISPERSOS: sao compostos com solubilidade em agua
extremamente baixa, comercializados na forma pulverizada e liquida. As fibras
de poliéster séo tingidas quase exclusivamente com corantes dispersos. Sao
também utilizados para a obtencdo de cores claras em poliamidas e acrilicos.
Apresentam boa solidez a luz, resisténcia a transpiracédo e lavagens a umido e

a seco.

* CORANTES DE ENXOFRE: é uma classe de corantes que apés a aplicacao
se caracterizam por compostos macromoleculares insollveis em agua. Estes
compostos tém sido utilizados principalmente no tingimento de fibras
celulésicas, conferindo cores como preto, verde oliva, azul marinho, marrom,

apresentando boa fixacéo.

* CORANTES BRANQUEADORES: as fibras téxteis no estado bruto, por serem
compostas primariamente de materiais organicos, apresentam como
caracteristica uma aparéncia amarelada por absorver luz particularmente na
faixa de baixo comprimento de onda. A diminuicdo dessa tonalidade tem sido
realizada na indastria ou na lavanderia pela oxidacdo da fibra com alvejantes
guimicos ou utilizando os corantes brancos também denominados de
branqueadores Opticos ou mesmo branqueadores fluorescentes. A utilizacao
destes corantes no beneficiamento téxtil, bem como de outros produtos

guimicos adicionais, acaba gerando um efluente toxico.



+ CORANTES PRE-METALIZADOS: sdo Uteis principalmente para tingimento
de fibras protéicas e poliamidas. Os corantes sdo caracterizados pela formacgéo
de complexos com ions metélicos. A desvantagem ecoldgica deste tipo de

corante esta associada ao alto conteudo de metal nas aguas de rejeito.

« CORANTES REATIVOS: existem numerosos tipos de corantes reativos,
porém o0s principais contém a funcdo azo e antraquinona como grupos
cromoforos. A outra parte da molécula do corante, ligada ao grupo cromoforo, €
responsavel pela fixacdo do corante a fibra. Os corantes reativos sdo assim
chamados devido a sua capacidade de formarem ligacdes covalentes com a
fibra.

Devido a estas implicagdes ambientais, a busca de novas tecnologias
faz-se necessaria para a degradacdo ou imobilizacdo destes compostos em
efluentes téxteis. Dentro dessa classe de corantes reativos encontra-se o
Remazol. Neste trabalho foi utilizado o Remazol Vermelho (RB 133%) (Figura
1) , Remazol Amarelo Ouro (RNL 150%) (Figura 2) e Remazol Azul Brilhante
(BB 133%). O mais utilizado devido a sua importancia industrial € o Remazol
Azul Brilhante, um derivado do antraceno que representa uma classe

importante de poluentes organicos, freqientemente tdxicos e recalcitrantes.

Figura 1: Estrutura quimica do corante Remazol Vermelho

Cl
M J\ M
Q | J\ S0,CH,CH,0S0 Na
Na0,$ n’ N7 “NH OH
H N=N

NaO,5 S0,Na

Fonte: Autor desconhecido.
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Figura 2: Estrutura quimica do Corante Remazol Amarelo
_,n".'r 1'.:1.\. i
NaO3SOCH,CH,0,5 —g: S NN L

! e el
y | \\
'i--
.. :__".-"

Fonte: Quimica Nova v.29 n.5 Sao Paulo sep./oct. 2006

A estrutura do Remazol Azul Brilhante € mantida em segredo no meio

industrial.

3.2 ESTRATEGIAS PARA TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS

Existem algumas estratégias que tém como objetivo minimizar o impacto
ambiental que os efluentes causam. Devido estas implicacbes, novas
tecnologias sao buscadas para a degradacdo ou imobilizagdo destes
compostos em efluentes téxteis.

As técnicas de tratamento fundamentadas em processos de coagulacgéo,
seguidos de separacao por flotagdo ou sedimentagcdo, apresentam uma
elevada eficiéncia na remocao de material particulado. No entanto, a remocao
de cor e compostos organicos dissolvidos mostra-se deficiente. Os processos
de adsorcdo em carvao ativado apresentam uma eficiéncia significativamente
maior, contudo em funcdo da superficie quimica do carvdo ser positiva, a
adsorcado de corantes de carater catidnico € uma limitacdo bastante importante
(AL-DEGS et al, 2000).

Algumas estratégias para tratamento de efluentes:

3.2.1 TRATAMENTO COM 0zONIO

A combinacéo de processos oxidativos avancados utilizando-se peréxido
de hidrogénio, ozoénio, luz ultravioleta, TiO, tem sido testados recentemente
como alternativas aos processos de tratamento estabelecidos atualmente, com
resultados promissores (ARSLAN, 1999).
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Ozobnio, a forma triatbmica do oxigénio, € um gas incolor de odor
pungente. Em fase aquosa, o 0zonio se decompde rapidamente a oxigénio e
espécies radicalares. O o0z6nio é um agente oxidante poderoso quando
comparado a outros agentes oxidantes conhecidos como, por exemplo, H,O;
permitindo com que esta espécie reaja com uma numerosa classe de
compostos (KUNZ et al, 1999). A oxidacdo de poluentes ou efluentes pode

ocorrer de maneira direta ou indireta (KUNZ, 1999).
Oxidagéo direta

Através deste processo a molécula de o0zbnio pode reagir diretamente
com outras moléculas organicas ou inorganicas via adicao eletrofilica. O ataque
eletrofilico do 0z6nio pode acontecer a atomos com uma densidade de carga
negativa (N, P, O ou carbonos nucleofilicos) ou a ligagdes duplas ou triplas do
tipo carbono-carbono, carbono-nitrogénio e nitrogénio-nitrogénio (ESPLUGAS,
1995).

Oxidacao indireta

Indiretamente, o o0zbnio pode reagir através de reacdo radicalar
(principalmente "OH) que é gerado pela decomposicdo do ozénio. O radical
hidroxila é um poderoso e nédo seletivo oxidante que pode reagir através de trés
mecanismos distintos: abstracdo de hidrogénio, transferéncia de elétrons e
adicdo radicalar. Os radicais secundarios formados durante estas reacdes

podem novamente reagir com 0z6nio ou outros compostos.

Para o tratamento de efluente téxtil o 0zdnio se mostra muito atrativo.
Geralmente, os cromoforos encontrados no efluente téxtil sdo compostos
organicos com grande conjugacdo de ligagbes duplas como mencionado
acima. Estas ligacbes podem ser rompidas por ozonio (direta ou indiretamente)
formando moléculas menores descolorindo assim o efluente. Neste sentido,
varios estudos tém sido realizados demonstrando a eficiéncia do oz6nio na

remocao de cor em efluentes téxteis.

KUNZ (2002) e PERALTA-ZAMORA (1999) estudando a descoloragao
de alguns corantes reativos e KUNZ et al, estudando a degradacéo de efluente
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téxtil também observaram uma efetiva e rapida descoloracdo das amostras
com ozonio. No entanto, um inconveniente muitas vezes encontrado nos
estudos de degradagdo com ozobnio refere-se ao aumento da toxicidade de
alguns intermedidrios de reacdo (LANGLAIS et al, 1992), o que torna

necessario o0 acompanhamento do processo através de testes de toxicidade.
3.2.2 FOTOCATALISE HETEROGENEA

A degradacdo de compostos organicos através de fotocatéalise
heterogénea, assim como os principios que fundamentam o processo, séo
bastante documentados (LEGRINI, 1993). A aplicacdo da fotocatalise no
tratamento de efluentes téxteis tem sido estudada, h& varios artigos publicados

sobre a degradacao de corantes isolados (WANG, 2000).

Embora a elevada eficiéncia da fotocatélise heterogénea permita uma
rapida mineralizacdo de inUmeras espécies quimicas de relevancia ambiental,
existem varios inconvenientes de ordem pratica que tém dificultado bastante a
consolidagdo desta estratégia como alternativa de tratamento em grande
escala. Dentre as mais importantes limitacbes contam-se: necessidade de
fontes artificiais de radiacdo, uma vez que grande parte dos fatocatalisadores
apresenta um "band gap" correspondente a regido ultravioleta; dificuldades na
penetracdo da radiagdo no meio de reagcdo; na separacdo dos
fotocatalisadores, uma vez que estes sao utilizados na forma de finas
suspensdes e na implantacdo de sistemas continuos em grande escala,

principalmente em fung&o dos inconvenientes anteriores.

Muitos estudos que visam contornar tais inconvenientes estdo sendo
realizados. Dentre as varias alternativas estudadas destacam-se:
desenvolvimento de fotocatalisadores de maior eficiéncia, implementacédo de
sistemas que operem com fotocatalisadores e utilizagdo de fotocatalisadores
passiveis de ativacdo por luz solar ou de sistemas assistidos por agentes
sensibilizadores (ZHU et al, 2000)
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3.2.3 PROCESSOS FISICOS

Dentre os processos fisicos mais utilizados no tratamento de efluentes e
corantes téxteis, a adsor¢do com carvao ativado ainda € intensamente
estudada (NICOLET, 1999). O estudo de alguns agentes alternativos utilizando-
se de biomassa como adsorvente também tem despertado atencdo. Alguns
artigos publicados nos ultimos anos utilizaram carvao ativado de coco, bambu e

cascas de eucalipto como materiais adsorventes.

A utilizacdo de tecnologias de membranas, como osmose reversa,
microfiltragdo, nanofiltracdo e ultrafitracdo, torna-se muito atrativa, pois
possibilitam o reuso da agua no processo industrial. Isto € especialmente
interessante se analisarmos as perspectivas futuras ndo muito animadoras de

escassez deste recurso natural essencial (KUNZ et al, 2002).

3.2.4 PROCESSOS COMBINADOS

Para o tratamento de um efluente uma solucéo inteligente é a utilizagéo
de processos combinados para uma melhor eficiéncia do sistema. Estes
métodos podem ser utilizados de maneira complementar, de tal forma que
possam suprir deficiéncias apresentadas pelos processos quando aplicados

isoladamente.

Os métodos para tratar os efluentes podem ser classificados como
fisicos, quimicos e biolégicos. A combinacdo destes para tratamento de um

efluente depende dos objetivos que se quer atingir no tratamento.

Para o tratamento de efluentes téxteis, a combinacdo de métodos
mostra-se mais adequada, devido a presenca de corantes que normalmente
sao resistentes a degradacdo nos sistemas convencionais de tratamento. Em
geral, maior énfase da-se ao estabelecimento de meétodos que combinem
processos bioldégicos com alternativas fisicas ou fisico-quimicas, tais como

floculacéo, adsorcéo ou oxidacéao eletroquimica (VANDEVIVERE e col, 1998).
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Processos fisicos utilizando-se tecnologias de membranas combinadas
principalmente com ozbénio também tém recebido atencdo devido a
possibilidade de reuso da agua. A combinacdo de processos bioldgicos
anaerobios - aerdbios, também € util, pois permite a efetiva descoloracdo do
efluente (GALINDO et al, 2000).

3.2.5 BIODEGRADACAO

A grande motivacdo de pesquisadores envolvidos em estudos de
biodegradacdo pode ser a busca continua de microrganismos capazes de
degradar de maneira eficiente e em tempo razoavel, um grande numero de
poluentes a um baixo custo operacional. Na pratica, sabemos que isto € muito
complicado principalmente em fungcdo da diversidade, concentragdo e
composicdo de espécies quimicas presentes em cada efluente. Fungos em
combinacdo com métodos biologicos e quimicos também tém sido testados e
se mostrado bastante eficientes na descoloracdo de efluentes e corantes
téxteis, como € o0 caso desta pesquisa. A associagdo com quimicos possui 0

inconveniente de gerar produtos indesejaveis.

Segundo o Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia Quimica
(Universidade Federal de S. Catarina) a utilizacdo de bactérias, como
Pseudomonas sp e Sphingomonas sp tem sido publicada em artigos sobre a
degradacdo de corantes. Estes microrganismos sao particularmente Gteis para
degradacdo de azocorantes, pois tem a capacidade de realizar a clivagem nas
ligacBes azo deste tipo de composto, fato este que geralmente esta associado
a enzima azoredutase. Alternativa recente para o tratamento de efluentes e
compostos resistentes a degradacdo refere-se ao uso de agentes quelantes
naturais, produzidos por alguns fungos e bactérias. Estes compostos
apresentam uma alta afinidade por metais, principalmente ferro, formando
complexos de alta estabilidade. A funcéo biolégica é a de sequestrar ferro em

ambientes com deficiéncia deste.
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Entre os organismos utilizados, os fungos lignoliticos tém despertado
grande interesse devido a diversidade de enzimas (lignina peroxidases,
lacases, fenol oxidases, entre outras) por eles secretados, com acédo sobre
multiplos substratos de origem industrial. Recentemente, pesquisadores tém
aumentado o interesse no fungo de decomposicdo branca Phanerochaete
chrysosporium. Este fungo tem a capacidade de mineralizar, além da lignina,
pelo menos parcialmente e em alguns casos completamente, uma variedade
de poluentes resistentes a degradacéo (PASZCZYNSKI et al, 1991). O sistema
lignolitico deste fungo é representado principalmente pelas enzimas lignina e
manganés peroxidase, as quais sao produzidas em meios contendo fontes
limitadas de carbono e nitrogénio. Estas enzimas tém a capacidade de
despolimelizar a lignina e uma grande variedade de outros compostos.
Especialmente para efluentes téxteis, alguns estudos tém sido realizados
explorando sua capacidade de degradar e mineralizar corantes. SPADARO et
al,1992 demonstraram que P. chrysosporium foi capaz de mineralizar alguns

azocorantes.

Outros fungos como, por exemplo: Phomopsis sp, P. microspora,
Pestalotiopsis sp , P. vismae, C. boninense, H. biennis., foram utilizados neste
trabalho com o objetivo de analisar o potencial de crescimento e possivel

potencial de degradacao de corantes.

Os microrganismos Phomopsis sp, P. microspora, Pestalotiopsis sp , P.
vismae, C. boninense sdo endofiticos. De acordo com BACON e WHITE
(2000), microrganismos endofiticos sdo organismos que colonizam tecidos
internos das plantas sem causar qualquer efeito negativo imediato. Os fungos
endofiticos sdo geralmente intercelulares e podem ser identificados ou por
exame microscopico do tecido ou por isolamento em meios de cultura.
Microrganismos capazes de colonizar tecidos internos de um vegetal foram
denominados de endofiticos pela primeira vez por De Bary em 1866 (STONE,
1988). PETRINI (1991) prop6s que a definicdo expandida para incluir todos os
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organismos que fossem capazes de colonizar os tecidos internos dos vegetais,

sem causar um dano aparente.

Os microrganismos endofiticos encontrados nos vegetais sédo fungos e
bactérias, sendo fungos mais freqientes. Estes penetram nos tecidos vegetais
de seus hospedeiros pelos estbmatos e raizes, ferimentos ou através de
secrecdo de enzimas hidroliticas (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004)

PETRINI (1986) encontrou fungos endofiticos em todas as espécies
vegetais estudadas e concluiu que todas as plantas vivas podem,
potencialmente, ser hospedeiras destes fungos.

Potencialmente Uteis, os microrganismos endofiticos podem ser
utilizados como fonte de metabdlitos primarios e secundarios. O &acido
coletotrico, um metabdlito do fungo endofitico Colletotrichum, apresenta
atividade antimicrobiana contra Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus e
Sarcina lutea (ZOU et al.,2000). Outro exemplo observado foi a presenca de
fungos endofiticos na arvore tropical Theobroma cacao no Panama, que
confere a defesa da planta contra um dos seus maiores patdgenos,
Phytophthora sp. (ARNOLD et al.,2003).

3.3 O GENERO Colletotrichum

O género Colletotrichum é um dos principais causadores de doencas em
plantas de cultivos tropicais, provocando grandes perdas de producdo em
fruteiras, hortalicas, leguminosas, gramineas e ornamentais, espécies
presentes em grande quantidade na Regido Nordeste. Também é
freqientemente relatado em diferentes espécies de plantas cultivadas em todo
0 mundo causando doencas (LOPEZ, 2001). Desta forma, estudos

relacionados com a fisiologia destes fungos se tornam relevantes.

3.4 O GENERO Phomopsis

Phomopsis € um ascomiceto, cujo habitat € o caule de plantas lenhosas
e herbaceas (HANLIN & MENEZES, 1996). E o agente causal da queima da
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haste de soja e da podridado de seus frutos e de outras sementes. Este género
tem sido relatado como enddfito tanto em diferentes hospedeiros tropicais
(PEREIRA, 1993; MEDEIROS-GALVAO, 1998 ; GUIMARAES, 1998) como em
palmeiras (RODRIGUES & SAMUELS, 1990; GUO et al., 2000).

Muitos fungos deste género sédo importantes patdogenos de plantas
(ALEXOPOULOS et al.,1996). Carrol (1986) observou que diversas linhagens
tém sido classificadas como endofiticos mutualisticos. SINCLAIR &
CERKAUSKAS (1996) informaram que varias espécies também estédo

associadas com infec¢éo latente em diversas plantas.

3.5 O GENERO Pestalotiopsis

Espécies de Pestalotiopsis sdo encontradas como parasitas ou
enddfitos, presentes no solo ou em ramos, folhas, peciolos e sementes,
respectivamente. S&o pertencentes a ordem Melaconiales, familia
Amphisphariaceae. Os conidioforos sao produzidos dentro do corpo de
frutificacdo compacto, denominado acérvulo (SUTTON, 1980). Os conidios em
geral apresentam cinco células, sendo trés células medianas de coloracéo
marrom e duas células (apical e basal) hialinas, com dois ou mais apéndices
apicais (JEEWON et al., 2002).

STROBEL (1996; 1997), declara que Pestalotiopsis sp podem ser um
grupo de fungos com grande potencial biotecnolégico devido a producédo de
importantes metabdlitos secundérios, entre eles o taxol, descoberto
inicialmente na planta Taxus spp. O endofito P. microspora, isolado da arvore
Torreya taxifolia, produz varios compostos com propriedades antifungicas,
incluindo pestaloside, pestalopirona e hidroxipestalopirona (LEE et al., 1996). LI
et al. (2001) destacaram a producdo de acido ambuico, um agente antifingico,
produzido por P. microspora. STROBEL et al. (2002) detectaram a producao do
metabalito isopestacina, por P. microspora com propriedades antifungicas e

antioxidantes.

3.6 O GENERO Heteroporus
E um basidiomiceto e caracteriza-se pela producdo de enzimas capazes

de degradar lignina, por esse motivo é de grande interesse para a realizacao
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de ensaios com biodegradacdao (KAMIDA,2007). BETTUCCI et al. (2002)
relataram em levantamento de fungos do ambiente da delta do Rio Parana, a
ocorréncia deste género dentre os organismos de isolamento raro. Apesar de
ser um organismo bastante promissor pela producédo de ligninases, pouca

informacéo é encontrada na literatura sobre este género.
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4 MATERIAL E METODOS

O pesquisa foi realizada no Laboratorio de Genética de Microrganismos
(LabGeM) do Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana.
E contou com o auxilio do professor Jaime Paba do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Parana.

O material biolégico utilizado foram os fungos endofiticos dos géneros
Phomopsis sp, P. microspora (6JA), Pestalotiopsis sp (SD07), Pestalotiopsis
vismae (48 J), C. boninense (FAC25) e basidiomiceto H. biennis.

Os corantes utilizados foram do tipo Remazol, sendo eles: o Azul
Brilhante, Amarelo Ouro e o Vermelho.

4.1 MEIOS DE CULTURA

4.1.1 MEIO COMPLETO (MC) (PONTECORVO et al., 1953, modificado por
AZEVEDO; COSTA, 1973).

NaNO3 6,0 g
KH,PO, 15¢
MgS0O,.7H,0 054g
KCI 0549
FeSO, 0,019
ZnS0O, 0,019
Glicose 10,09
Extrato de levedura 209
Peptona 209
Caseina hidrolizada 159
Solucao de vitaminas 1,0 mL
Agua destilada p/ 1.000 mL

4.1.2 MEIO MINIMO (MM)

NaNO3 6’0 g
KH2PO4 15 g
KCI 059

MgS04.7H,0 0,5 g



FeS0,4.7 H,O
ZnS0O4

Glicose

pH

Agua destilada

4.1.3 MEIO MINIMO SAIS
KH,PO,
KCl
MgS0,.7H,0
FeS0O4.7 H,O
ZnS0Oy
pH
Agua destilada

20

0,019
0,01g

500

6,8

p/ 1.000 mL

15¢g
0549
0549
0,01¢g
0,019

6,8

p/ 1.000 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 1.0M. Para MC sodlido, foi

acrescentado 1,5% de agar. Para MM solido foi adicionado agar, para a versao

liquida ndo foi colocado &gar. O meio foi autoclavado e armazenado em

temperatura ambiente.

4.1.4 SOLUCAO DE VITAMINAS
Acido Nicotinico
Acido p-Aminobenzoico
Biotina
Piridoxina
Riboflavina
Tiamina

H,O destilada esterilizada

100,0 mg
10,0 mg
0,2 mg
50,0 mg
100,0 mg
50,0 mg
p/ 100 mL

A solucdo foi aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e

armazenada em frasco escuro, previamente autoclavado, a 4°C.



21

4.1.5 MEIO BATATA — DEXTROSE - AGAR (BDA)

Batata descascada e cortada 200,0 g
Dextrose 20,09

Agar 15,0 g

H,O destilada p/1000,0 mL

As batatas foram cozidas em 500 mL de agua destilada durante 20
minutos. Filtrou-se com gaze, adicionou-se a dextrose ao caldo e completou-se
com agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado para 5,8 adicionando-se

NaOH 1.0M e/ou HCI 1.0M conforme a necessidade. Acrescentou-se o0 agar.

4.2 PROTOCOLOS

4.2.1 CAPACIDADE DE CRESCIMENTO COM O CORANTE E SELECAO DE
ISOLADOS COM POTENCIAL DE DEGRADAC}AO

Todos os isolados fungicos foram ensaiados quanto a capacidade de
crescimento em meio minimo acrescido de cada corante. Também ocorreu
uma primeira selecdo dos isolados que depois de incubados por até 45 dias,
alteram a coloracdo do corante ensaiado. Esta andlise foi apenas visual. Os

isolados selecionados foram utilizados nas proximas analises.

4.2.2 DETERMINACAO DO ESPECTRO DE ABSORCAO DOS CORANTES A
SEREM UTILIZADOS

Foi preparada uma solucdo de cada corante em agua, em concentracao
0,1¢/L. Usando agua como branco, foi determinada a absorbancia de cada
solucdo entre 200-700 nm a intervalos de 50 nm. Realizou-se o mesmo
procedimento com o meio minimo liquido para determinar a concentracdo para
0 ensaio de degradacédo. De acordo aos espectros obtidos foi escolhido a

concentracéo para o ensaio de degradacéo.

4.2.3 ENSAIO DE BIODEGRADAQAO
4.2.3.1 EM MEIO LIQUIDO
e Cultivou-se o fungo em meio sélido minimo e foi incubado a 28°C no

escuro (5 -10 dias antes do ensaio).
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Dissolveu-se o0 corante em meio minimo liquido (sem &gar) em
concentracédo 0,1g/L .

Foi distribuido em tubinhos (5mL por frasco) e autoclavado.

Inoculou-se 4 vidrinhos, cada um com 1 disco (obtido com furador de
rolhas) da cultura do fungo em meio sélido.

Foi incubado a 28°C no escuro e monitorada a mudanca de cor a cada 5
dias.

No dia 15 (devido a mudanca visual) retirado os sobrenadantes de cada
vidrinho, colocado em tubo de centrifuga calibrado e completado o
volume com agua.

Foi centrifugado 05 min/10.000 rpm e retirado o sobrenadante (uma
aliquota para espectro e outra para eletroforese).

Mediu-se no espectrofotdbmetro cada amostra por varredura entre 200-
700 nm usando agua como branco (dados ilustrativos).

Foi medida a absorbancia em comprimentos de onda fixos: 220, 240,
260, 280, 300 e o A maximo de absorcéo para cada corante.
Congelou-se amostra de sobrenadante centrifugada para eletroforese,
hplc, contendo inibidor de proteases.

4.2.3.2 EM MEIO SOLIDO

Cultivou-se o fungo em meio minimo sélido e incubou-se a 28°C na
escuridao (10 dias antes do ensaio).

O corante foi dissolvido (0,1g/L) em meio minimo soélido (com &gar),
esterilizado no autoclave e servido 5mL por vidrinho.

Inoculou-se 0 meio com corante usando 1 disco (cortado com furador de
rolhas) da cultura previa.

Incubou-se 28°C na escuridéo.

Finalizado o tempo de incubacdo (15 ou 30 dias) rasgou-se 0 meio
(controle e amostra) totalmente usando al¢ca de arame ou estilete, etc.
Adicionou-se 2 mL de agua destilada estéril.

Incubou-se com agitacdo durante algumas horas.

A solugéo aquosa foi retirada em tubo do tipo falcon 15 mL e repetir a

extragao.
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Centrifugou-se a solucdo aquosa 5 min/max velocidade.
O sobrenadante reservado.

Determinaou-se o espectro de absorcéo do sobrenadante.

4.2.4 EFEITO DA CONCENTRACAO DO CORANTE NO CRESCIMENTO DO
MICRORGANISMO

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracao de 0,1g/L .

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 0,1g/L
(controles).

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracéo de 0,5 g/L .

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 0,5 g/L
(controles).

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracao de 1,0 g/L .

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 1,0 g/L
(controles).

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracéo de 2,0 g/L .

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 2,0 g/L
(controles).

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracao de 5,0 g/L .

4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 5,0 g/L

(controles).

4.2.5 USO DO CORANTE COMO FONTE DE CARBONO E NITROGENIO

4 frascos com sol. de sais e corante 0,1g/L.
4 frascos com sol. de sais sem corante.

4 frascos com meio minimo.

Inoculou-se todos os tubos com fungo.

Incubou-se por 15 dias ou 30 dias.
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4.2.6 PESO SECO DO MICELIO

e Colocou-se as culturas liquidas em tubo do tipo falcon de 15 mL e
centrifugou-se 5min / 5000 rpm.

e Retirou-se o sobrenadante.

e Ressuspendeu-se o pellet (sedimento) em 1,5 mL de &gua e transferido
para tubo do tipo Eppendorf (previamente pesado).

e Centrifugou-se 5 min/10.000 rpm e o sobrenadante foi retirado.

e Repetiu-se a lavagem.

e Secou-se em estufa a 50 °C por 12 h.

O tubo foi novamente pesado.

4.2.7 ESPECTROFOTOMETRIA

e Coletou-se os sobrenadantes das culturas apos centrifugacdo 5 min a 5000
rpm.

e Verificou-se a absorbancia no lambda maximo de absorcdo do corante
[quando necessario e possivel por varredura de 200 a 800 nm (continua ou

a intervalos de 50 nm)].

4.2.8 DOSAGEM DE PROTEINAS DO MICELIO SECO

e Adicionou-se ao micélio seco 200 uL de NaOH 1.0M.

e Foi colocado em banho fervente por 5 min.

e Esperou-se tempo suficiente para que a amostra resfriasse.

e Foi usado para dosagem o método de Bradford.

4.2.9 PROTOCOLO DE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

e Componentes acrilicos (73g acrilamida, 2g Bis): 250 mL de &gua
desmineralizada. A solucao foi filtrada e armazenada em geladeira.

e Tampéao do gel separador (Tris-HCI 3,778 M, Ph 8,9): 45,75¢g Tris; 60 mL
de agua desmineralizada. A agua deve ser previamente aquecida para
facilitar a dissolucdo. Apdos o resfriamento, titulou-se com HCI concentrado
para pH 8,9. Completou-se o volume para 100 mL. Filtrou-se a solucéo e

armazenou-se em temperatura ambiente.
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Tampao do gel concentrador (Tris-HCI 0,6173, pH 6,8): 7,475g Tris; 50 mL
de 4gua desmineralizada, titulou-se com HCI para pH 6,8 e completou-se o
volume para 100 mL. A solucao foi filtrada e armazenada em temperatura
ambiente.

Tampao do tanque (Tris-Glicina, pH 8,9): 63,29 Tris base; 39,99 glicina; 900
mL; sob agitacdo, dissolveu-se os produtos, completou-se o volume para
1000 mL. (O pH da solugéo deve ficar em torno de 9,2). Filtrou-se a solugéo
e armazenou-se em geladeira. Diluir a solucdo a 1:10 antes do uso. O pH
diminuira para aproximadamente 8,9.

Solucdo estoque de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%: 10g de SDS;
Completou-se o volume para 100 mL com agua destilada.

Tampé&o da amostra: 5 mL de glicerol; 2,5 mL de solugéo-tampéo do gel
concentrador; 2,5 mL de azul-de-bromofenol; completou-se o volume para
25 mL. Armazenou-se a solucdo em -20°C.

Solugao de persulfato de amonia a 10%: 0,059 de persulfato de amonia; 0,5
mL de &gua desmineralizada.

Logo que foram adicionados os catalisadores (persulfato e o TEMED)
aplicou-se a solucado nas formas do gel. Com o auxilio de uma seringa,
aplicou-se a solucdo do gel separador no espaco entre as placas de vidro,
até a altura de 1,5 cm abaixo da extremidade inferior do pente.
Imediatamente apés, completou-se com agua destilada o espaco entre as
duas placas para uniformizacdo da parte superior do gel. Depois da
polimerizacdo (aproximadamente 15 a 20 minutos), 0 excesso da agua
entre as placas e a superficie do gel, foi removido. Inseriu-se o0 pente na
solucdo de acrilamida. Removeu-se 0 pente e enxaguadas as cavidades
resultantes com solucdo-tampdao do tanque, diluida a razéo de 1:10.

Apdés a polimerizacdo do gel concentrador, removeu-se 0 excesso de
tampdo com o auxilio de papel absorvente e as amostras foram aplicadas
nas cavidades do gel, com o auxilio de uma pipeta, 50 a 100 mL do extrato
de proteina. Completou-se as cavidades com solucdo-tampédo do tanque,
diluida e adicionado nos tanques superiores e inferiores, respectivamente
500 e 1000 mL, da mesma solugéo.

Corar com nitrato de prata.
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4.3 PROXIMAS ETAPAS
4.3.1 VERIFICAR SE A COMPOSIC}AO DO MEIO ALTERA A SECREQAO DE
ENZIMAS
e 4 Frascos com meio minimo liquido e com Microrganismo.
e 4 Frascos com meio minimo solido e com Microrganismo.
e 4 Frascos com meio minimo liquido, com corante (0,1g/L) e com
Microrganismo.
e 4 Frascos com meio minimo solido, com corante (0,1g/L) e com
Microrganismo.
e Incubado por 15 dias:

e Comparado o perfil de secrecdo de enzimas em SDS-PAGE

4.3.2 ATIVIDADE BIODEGRADATIVA DA SECREQAO DO FUNGO

¢ Incubou-se com antecedéncia (10 dias) o fungo em meio minimo liquido
contendo o0 corante, retirou-se o0 sobrenadante, esterilizar por
microfiltracdo e adicionou-se um volume igual (500 uL) a cada replica
biolégica abaixo.

e 4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 0,1g/L
(inoculado com o filtrado sobrenadante).

e 4 Frascos com meio minimo e com corante a concentracdo de 0,1g/L

(controles).

Neste trabalho, durante a etapa 01, foram realizados trés ensaios. No
primeiro foram feitas oito réplicas de cada corante para as linhagens de fungos,
sendo quatro com meio minimo liquido e quatro com meio minimo soélido,
portanto um total de 120 vidrinhos.

As linhagens utilizadas neste ensaio foram: Phomopsis sp, P.
microspora (6JA), Pestalotiopsis sp (SD07), Pestalotiopsis vismae (48J), C.
boninense (FAC25).

No segundo experimento foram utilizadas as mesmas linhagens do
experimento anterior e 0 mesmo numero de réplicas.

Em vista de resultados desfavoraveis, observados na primeira triagem,

com as linhagens Phomopsis sp, P. microspora (6JA), Pestalotiopsis sp (SD07)
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e C. boninense (FAC25), estas nao foram inoculadas no terceiro ensaio. Assim
somente a linhagem Pestalotiopsis vismae (48J) foi inoculada. Uma nova
linhagem foi adicionada a este ensaio: Heteroporus biennis. Esta foi adicionada
por ja possuir boas possibilidades na degradacédo de poluentes. O niumero de
réplicas com os corantes, para cada linhagem foi igual ao dos outros ensaios.

Em todas as réplicas, separadamente, foi colocado 5 mL de meio
minimo, em pequenos frascos, acrescido dos seguintes corantes Remazol
Amarelo Ouro (RNL 150%), Remazol Azul Brilhante (BB 133%) e o Remazol
Vermelho (RB 133%) na concentracao de 0,1g/L, conforme o protocolo.

Os fungos utilizados tinham 10 dias de crescimento em placa de petry,
cada um cultivado em meio de cultura favoravel. Para o indculo foi utilizado o
“padrdo punch” com 5 mm de didmetro. Os ensaios foram realizados ao lado
do bico de Bunsen, dentro do fluxo laminar, com os materiais devidamente
esterilizados. Os frascos ficaram incubados a 28°C no escuro, conforme o
protocolo. A partir do terceiro ensaio foi utilizado apenas meio minimo liquido,
pois no meio solido ndo houveram resultados consideraveis nos dois primeiros
ensaios, portanto na etapa seguinte os meios utilizados para os ensaios nao
continham agar.

Conforme os protocolos dos préximos experimentos foram realizados
dois ensaios, ambos com as linhagens Heteroporus biennis e Pestalotiopsis
vismae.

O primeiro avalia o efeito da concentragéo do corante no crescimento do
microrganismo. Para isso foi inoculado os fungos em vidros com meio minimo e
corante nas seguintes concentra¢des 0,1 g/L - 0,5 g/L - 1,0 g/L - 2,0 g/L - 5,0
g/L, conforme o protocolo. Ap6s 30 dias de incubacéo foi coletado o micélio
para determinacdo de peso seco e teor de proteina. Os sobrenadantes foram
retirados para espectrofotometria no lambda méaximo de absor¢do. A dosagem
de proteina foi feita de acordo com o método de Bradford.

O outro ensaio tinha como objetivo observar se 0 microrganismo utiliza o
corante como fonte de carbono e nitrogénio. Apos 15 dias de incubacdo o
micélio foi coletado e seco em estufa, para determinacdo de peso seco e teor
de proteinas. Os tubos tipo Eppendorf utilizados foram previamente pesados
para que a massa deles fosse descontada da massa final jA com os micélios

Secos.
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Apoés isto foi feita a maceracdo do micélio com NaOH 1.0 M e
posteriormente banho — maria para que todas as células fossem colapsadas.
Com o micélio preparado foi utilizado o método de Bradford para dosagem das
proteinas. Essa dosagem traria melhores resultados se fosse feita com o
sobrenadante (admitindo-se que o fungo secretou enzimas para a
biodegradacéo), mas o reagente de Bradford é alterado pelo corante presente

no sobrenadante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento da complexidade e dificuldade para o tratamento de
efluentes téxteis de um modo geral tem levado a busca constante de novas
metodologias para tratamento destes rejeitos. Dispomos de uma variedade de
meétodos fisicos, quimicos e biolégicos e a escolha do melhor, ou melhores,
métodos certamente deve ser feita levando-se em conta 0s objetivos a serem
alcancados com o tratamento.

Aliado a isso, uma visdo moderna com relacdo aos efluentes industriais
deve estar baseada ndo somente no tratamento, mas sim na busca constante
da minimizacdo de residuos gerados através de tecnologias otimizadas, ou
seja, 0 pensamento deve se voltar para a raiz do problema que é a fonte do
efluente dentro da empresa e ndo somente como resolver o problema apos sua
geragao.

Os corantes lancados no meio através dos efluentes da indastria téxtil,
como ja citado, € um grave problema ambiental acarretando um sério impacto
para os locais onde sdo despejados. Sem um tratamento que seja realmente
efetivo esses rejeitos alteram a qualidade da agua assim como as plantas e
outros seres vivos ao redor. Por ser um tema muito importante e interessante é
um 6timo tema a ser pesquisado, que € o caso deste trabalho.

Os ensaios foram analisados no inicio de novembro, portanto houveram
dados de 45 dias, de 30 dias e 15 dias. Estes aparecem resumidos nas
Tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela 1 - Ensaio 45 dias de incubacdo em meios acrescidos com corantes na

concentracgéo 0,1g/L

Fungos Remazol Azul Remazol Remazol
Brilhante Vermelho Amarelo Ouro
Meio Solido
P. vismae Parcial * Negativo
P. microspora Parcial * Negativo
Pestalotiopsis sp Negativo * Negativo
Phomopsis sp Negativo * Negativo
C. boninense Negativo * *
Meio Liquido
P. vismae * * Negativo
P. microspora Parcial * Negativo
P.sp Negativo * *
Phomopsis sp Total * Negativo
C. boninense Negativo * Negativo

Nota: * Experimento perdido por contaminacao
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Tabela 2 - Ensaio 30 dias de incubacdo em meios acrescidos com corantes na

concentracéo 0,1g/L

Fungos Remazol Azul Remazol Remazol
Brilhante Vermelho Amarelo Ouro

Meio Solido

P. vismae * * *

P. microspora * * *

P. Sp * * *

Phomopsis sp * Negativo Negativo

C. boninense * Negativo Negativo
Meio Liquido

P. vismae * * *

P. microspora * * *

P.sp * * *

Phomopsis sp * * Negativo

C. boninense * * Negativo

Nota: * Experimento perdido por contaminacao

Neste ensaio houve um grande numero de frascos contaminados,
principalmente com as linhagens de Pestalotiopsis, devido a razdes

desconhecidas.
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Tabela 3 - Ensaio 15 dias de incubacdo em meios acrescidos com corantes na

concentragéo 0,1g/L

Fungos Remazol Azul Remazol Remazol
Brilhante Vermelho Amarelo Ouro
Meio Sélido

P. vismae Minima Negativo Negativo

H. biennis Total Parcial Negativo
Meio Liquido

P. vismae Negativo Negativo Negativo

H. biennis Total Negativo Negativo

Em nenhum dos ensaios ndo houveram evidéncias de bioadsorgéo, ou
seja, 0 micélio ndo adquiriu a cor do corante.

Apos a analise dessa primeira triagem foram realizados os seguintes
experimentos. O primeiro avalia o crescimento do microrganismo em diferentes
concentracfes dos corantes e foi realizado com o Heteroporus biennis e o P.
vismae. Com este fungo houve quase total contaminacdo do ensaio,
provavelmente os inéculos ja continham o contaminante. Por essa razdo o
ensaio com o P. vismae ndo foi analisado.

No ensaio com o H. biennis, os corantes amarelo e vermelho ndo foram
descoloridos pelo fungo ou a descoloracdo foi minima (Figura 3). Resultados
satisfatorios foram obtidos com o Remazol Azul Brilhante (Figura 4). As fotos
dos frascos com corantes amarelo e vermelho dizem respeito ao H. biennis em
meio minimo com uma concentracdo de 0,1 g/L de Remazol. Os frascos A, B e
C, D representam os controles, os frascos C, D e H, | representam o0s

inoculados. Esse padrao se repetira para as outras fotos.



33

Figura 3: Remazol Vermelho e Remazol Amarelo Ouro em concentragéao 0,1
g/L

- = y S
’ \

sbee Lboe

Fonte: A autora

Nota: Heteroporus biennis em meio minimo liquido com 0,1g/L de corante,
apos 30 dias de incubacio a 28°C. Em cada fotografia, os frascos A, B, F e G
representam os controles, os frascos C, D e H, | representam os inoculados.

O Remazol Azul Brilhante foi bastante descolorido pelo H. biennis. Essa
diferenca de resultados, em comparacdo ao Remazol Vermelho e o Amarelo
Ouro, se deve ao fato de que os Remazois possuem diferentes estruturas
quimicas.

Os resultados satisfatérios do Remazol Azul Brilhante, com as diferentes

concentracdes de corante podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4: H. biennis em meio minimo liquido com diferentes concentracfes de

Remazol Azul Brilhante, apds 30 dias a 28°C.

0,1 g/L

0,5g/L

A B C D

Fonte: A autora
Nota: Em cada fotografia, os frascos A, B representam os controles, os frascos
C, D e representam os inoculados.
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O sobrenadante de experimento que avaliava o crescimento do fungo
em diferentes concentracfes foi coletado para dosagem de proteinas e
espectrofotometria. As amostras com Remazol Vermelho e Amarelo foram lidas
apenas na concentracao 1,0g/L para efeito de leitura, pois ndo apresentaram
resultados satisfatérios (Grafico 1). Analisando-se o0s dados do
espectrofotometro observa-se que o corante amarelo nao foi significativamente
degradado, assim como o vermelho. J& o corante Remazol Azul Brilhante foi
bastante degradado pelo H. biennis.

Gréfico 1: Heteroporus biennis em concentracdo 0,1g/L de corante.

Espectro maximo de absorcéo

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1 H

Amarelo Ouro Vermelho Azul Brilhante

Nota: A concentragdo avaliada foi a 0,1 g/L. Cada coluna da esquerda se refere
aos controles e a da direita das amostras.

As amostras de Remazol Azul Brilhante foram lidas em todas as

concentracdes no espectrofotbmetro como pode apresentado no Grafico 2.
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Gréafico 2: Amostras de Remazol Azul Brilhante lidas nas concentracdes de
0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 g/L em espectrofotdmetro, no controle e no tratamento.

30

2 Vad
20 /
/
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0,1g/L 0,5g/L 1,0g/L 5,0g/L

Concentracdo do corante

| == Controle === Tratamento |

De acordo com o Gréfico 2 a absorbancia aumentou pouco quando
analisadas as amostras do tratamento. Isso se deve ao fato de que o
microrganismo provavelmente degradou o corante, portanto a absorbancia &
baixa. Assim com a espectrofotometria foi possivel avaliar, comparando com os
controles, o quanto o corante foi descolorido pelo fungo.

Os micélios do ensaio, que continham diferentes concentracdes de
Remazol Azul Brilhante, foram coletados e secos para avaliar, com o auxilio da
espectrofotometria, a hipétese de que o aumento da concentracdo de corante
no meio inibe o crescimento do fungo. Com a analise das amostras pode se
observar que com o aumento da concentracdo de corante o crescimento do
fungo aumenta. Assim provavelmente o corante estimula o crescimento do H.
biennis. Nas concentragbes 0.5 g/L e 2.0 g/L de corante o fungo teve um
decréscimo no crescimento. Este experimento precisa ser repetido para que
seja feita uma analise estatistica e confirmacdo ou ndo da hipétese Estes

dados podem ser conferidos no Grafico 3.
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Gréfico 3: Crescimento do fungo em funcdo do aumento da concentracao de

Remazol.
Heteroporus biennis
. 0,0045 A [~
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Concentracdo do Remazol Azul Brilhante

Um outro ensaio foi realizado para avaliar se o fungo utiliza o corante
como fonte de carbono e nitrogénio. Para avaliar os resultados foi feita uma
curva padrao (Grafico 4) utilizando padrées de soro albumina bovino (BSA)
como parametro de avaliacdo de quantidade de proteina. Tradicionalmente, a
proteina BSA é utilizada como padréo para a quantificacdo protéica resultante
do metabolismo celular (Lowry et al., 1995). Para obtencédo da curva padréo
para proteina, foram feitas seis medidas de absorbéncias, a 595nm, para
diferentes diluicdes. Pelo resultado obtido, pode-se observar uma correlacéo
linear (R?= 0.0123). Com a equac&o da reta obtida, foi possivel determinar a
concentracdo de proteinas (g/L) provenientes do micélio seco, medindo a

absorbancia da amostra no comprimento de onda 6timo: 595nm.
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Gréfico 4: Curva padréo do BSA
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Tomando como base os valores da curva padrdo foi possivel calcular,

através da equacédo da reta: y= 0,0123x, sendo y a leitura feita com base no

BSA e x a quantidade de proteina existente na amostra. A quantidade de

proteina existente nas réplicas inoculadas em meio sais com Remazol

Vermelho, com Remazol Amarelo Ouro, Remazol Azul Brilhante, meio minimo

sem corante e meio sais sao mostradas na Tabela 4. O meio minimo € o meio

sais sem corantes foram 0s parametros para avaliar como o fungo cresce

nesses meios sem a presenca do corante.

Tabela 4: Quantidade de proteina e micélio seco das réplicas

Amostras Peso seco do micélio Quantidade de proteinas
(9) em ug/ uL
Corante Vermelho 1 0,003 3,98374
Corante Vermelho 2 0,002 4,796748
Corante Vermelho 3 0,002 2,764228
Corante Vermelho 4 0,001 3,495935
Corante amarelo Ouro 1 0,001 4.959.349
Corante Amarelo Ouro 2 0,001 2,439024
Corante Amarelo Ouro 3 0,001 3,08943
Corante Amarelo Ouro 4 0,002 2,439024
Corante Azul Brilhante 1 0,004 3,14634
Corante Azul Brilhante 2 0,001 2,764227
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Corante Azul Brilhante 3 0,003 1,463414
Corante Azul Brilhante 4 0,001 4,715447
Meio minimo sem 0,005 5,853658
corante 1

Meio minimo sem 0,002 5,528455
corante 2

Meio minimo sem 0,001 6,341463
corante 3

Meio minimo sem 0,005 5,934959
corante 4

Meio sais sem corante 1 0,001 3,333333
Meio sais sem corante 2 0,001 2,357723
Meio sais sem corante 3 0,002 2,03252
Meio sais sem corante 4 0,002 5,121951

Com base nos dados obtidos pela leitura feita no espectrofotdmetro,

apos a leitura com BSA, pode-se observar que em meio minimo o fungo

apresentou maior quantidade de proteinas, pois a fonte de carbono e nitrogénio

esta mais acessivel ao microrganismo. Quanto aos dados obtidos com as

amostras retiradas de meio minimo com sais sem corante e 0 meio minimo sais

com corante hd uma indicacédo de que o fungo utiliza o corante como fonte de

carbono e nitrogénio, mas precisaria de repeticbes do experimento e uma

analise estatistica para que fosse possivel confirmar esta hipétese.
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6 CONCLUSOES

e Todos os fungos avaliados demonstraram capacidade de crescimento em
meios com 0s corantes do tipo Remazol vermelho, amarelo ouro e azul
brilhante, mesmo na auséncia de outras fontes de carbono e nitrogénio.

e [Foram selecionados os fungos Heteroporus biennis (isolado do ambiente) e
Pestalotiopsis vismae (isolado endofitico) como promissores na degradacéo
de corantes, principalmente o azul brilhante.

e O isolado utilizado do fungo H biennis ndo sofreu inibicdo do crescimento
com o aumento da concentracdo do corante azul brilhante, ao contrério,
parece ocorrer um aumento da massa micelial, porém novas analises

deveréo ser feitas para confirmar esta hipétese.
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