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RESUMO

A indUstria téxtil representa um importante setor na economia brasileira e mundial que vem
crescendo nos Ultimos anos. No entanto, devido a complexidade dos efluentes eliminados em
corpos de agua, destaca-se como uma potencial contribuinte & degradacdo ambiental. Diversos
problemas ambientais sdo inerentes as dificuldades no tratamento dos efluentes téxteis,
especialmente em relacdo a remocdo da cor intensa, causada pela presenca de corantes
oriundos do processo de tingimento de fibras téxteis. Dentre as formas de tratamento de
efluentes, o processo de biossorcdo, através do uso de fungos tem se destacado. Neste
processo geralmente a molécula de corante é adsorvida pela parede celular flingica, composta
por lipideos, proteinas e principalmente polissacarideos, os quais sdo frequentemente
associados a biossorcdo. Sendo assim, o fungo Paecilomyces sp. foi avaliado quanto a
capacidade biossortiva de seu micélio para processos de descoloracdo de corantes téxteis.
Além disso, foi possivel avaliar a relacdo de polissacarideos extraidos da parede celular com o
processo de biossor¢do. Entre os resultados obtidos foi observado que o crescimento e a
capacidade biossortiva do fungo séo alterados pela composicdo (fontes de carbono, nitrogénio
e suplementacdo) do meio de cultivo. A biomassa micelial de Paecilomyces sp. com o melhor
indice de biossortividade foi crescida em meio contendo maltose 15 ¢/L e tartarato de aménio
100 mM. Cultivado nestas condicBes, o micélio apresentou capacidade biossortiva para
corantes téxteis de diferentes classes e estruturas quimicas, sendo que a eficiéncia de
descoloracdo foi alterada com pré-tratamentos quimicos, destacando-se o tratamento com
NaOH que aumentou em até 43 % a eficiéncia de descoloracdo pela biomassa. Além disso, foi
observado que o0 aumento do tempo de contato entre a biomassa micelial e a solucdo de
corante, € 0 aumento na concentracdo de biossorvente proporcionam aumento na eficiéncia de
descoloracdo. Porém, em diferentes concentracfes de NaCl e temperaturas a eficiéncia de
descoloracdo permanece inalterada. A biomassa micelial também apresentou possibilidade de
reuso, pelo processo de dessorcdo com solucdo de NaOH 0,1 M. Quanto aos polissacarideos
da parede celular de Paecilomyces sp., foram purificadas cinco fracbes polissacaridicas, IHW,
SFHW, RSFK2, ESFK2 e PDIK2, todas compostas por heteropolissacarideos com diferentes
proporcBes de manose, galactose e glucose. Dentre as fracfes polissacaridicas insollveis, a
fracdo PDIK2 proveniente da extracdo da fracdo 1K2 com DMSO, apresentou eficiéncia de
descoloracdo de 86 %. A mesma fracdo apds tratamento com pronase E, manteve a eficiéncia
de descoloragcdo acima de 70 %, sugerindo a isencdo da porcéo proteica da fragdo no processo
de biossorcdo de corante. No entanto, ap6s o tratamento com glicosidase de Trichoderma
harzianum, a fracdo PDIK2 apresentou diminuicdo na eficiéncia de descoloracdo, sugerindo
que a por¢do polissacaridica seja a principal envolvida na capacidade biossortiva do fungo.

Palavras-chave: Biossorcdo de corantes. Paecilomyces sp. Polissacarideos de parede celular.
Polissacarideos de fungos filamentosos.



ABSTRACT

The textile industry is an important sector in the Brazilian and world economy and has been
growing in recent years. However, due to the complexity of their effluent disposed into water
bodies, stands out as a potential contributor to environmental damage. Several environmental
problems are inherent to difficulties in treating textile wastewater particularly in relation to
the removal of intense color caused by the presence of dyes derived from the dyeing process
of textile fibers. Among the forms used in wastewater treatment, the biosorption process using
fungi has been outstanding. In this process, the dye molecule is usually adsorbed by the fungal
cell wall, composed of lipids, proteins, and especially carbohydrates, which are often
associated with the biosorption. Therefore, the fungus Paecilomyces sp. was investigated in
this study about its mycelium biosorption capacity for bleaching processes of textile dyes.
Moreover, it was possible to evaluate the relationship of polysaccharides extracted from the
cell wall with the biosorption process. Among the results was observed that growth and
biosorption capacity of the fungus are changed by the composition (sources of carbon,
nitrogen and supplementation) of the culture medium. The Paecilomyces sp. mycelial biomass
that had the best biosorption capacity was grown in medium containing makose 15 ¢g/L and
100 mM ammonium tartrate. Mycelium grown under these conditions showed biosorption
capacity for different classes of textile dyes and chemical structures, and the efficiency of
discoloration was changed by chemical pretreatments, especially with NaOH, which raised up
to 43 % biomass efficiency of discoloration. Furthermore, it was observed that increasing the
time of contact between the mycelial biomass and the dye solution, and the increase in the
concentration of biosorbent provide increased efficiency of discoloration. However, in
different  concentrations of NaCl and temperatures discoloration efficiency remains
unchanged. The mycelial biomass also showed possibility of reuse, by desorption process
with NaOH 0.1 M. As to the cell wall polysaccharides of Paecilomyces sp. at least five
polysaccharide fractions, IHW, SFHW, RSFK2, ESFK2 and PDIK2 all composed by
heteropolysaccharides with different ratios of mannose, galactose and glucose were purified.
Among the insoluble polysaccharide fractions, the fraction PDIK2 derived from extraction of
fraction IK2 with DMSO showed a discoloration efficiency of 86 %. The same fraction after
treatment with proteinase, kept the discoloration efficiency above 70 %, suggesting the
exemption of the protein portion in the dye biosorption process. However, after treatment with
the glycosidase fraction PDIK2 showed a decrease in the efficiency of discoloration,
suggesting that the polysaccharide portion is engaged in the main biosortion capacity.

Key-words: Dye biosorption. Paecilomyces sp. Cell wall polysaccharides. Filamentous fungi
polysaccharides.
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1INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas devido ao crescimento populacional e consequente aumento na
atividade industrial, os desequilibrios ambientais tem se tornado cada vez mais criticos.

Dentre os focos geradores de poluicdo ambiental, a indUstria téxtil destaca-se devido a
complexidade dos seus efluentes eliminados em corpos de agua (KUNZ et al., 2002; SOUZA,
ZAMORA, 2005). As caracteristicas dos efluentes téxteis, especialmente a dificuldade de
remocdo da cor intensa, causada pela presenca de corantes oriundos dos sistemas de
tingimento e acabamento (FU; ZHANG; WANG, 2011) dificutam o processo de degradacéo.
Desta maneira, a escolha da estratégia de tratamento torna-se um fator muito importante, pois
cada técnica tem suas limitacdes e o0 uso de um Unico processo pode ser insuficiente para a
descoloragdo completa do efluente (SESHADRI; BISHOP; AGHA, 1994; SRINIVASAN;
VIRARAGHAVAN, 2010).

Os corantes téxteis sdo usualmente descartados nos efluentes industriais sem
tratamento adequado, e 0s subprodutos gerados por alguns processos de degradacdo sdo
danosos ao ambiente e aos organismos Vivos, prejudicando o ecossistema aquatico, alterando
0 pH, temperatura e a penetracdo de luz solar, influenciando negativamente no crescimento da
biota, modificando a atividade fotossintética e o regime de solubilidade dos gases neste meio
(GUARATINI; ZANONI, 2000; KUNZ et al., 2002).

Dentre as formas de tratamento de efluentes, o processo de biossor¢do por fungos vém
sendo cada vez mais estudado, pois uma ampla variedade de géneros apresentam potencial
para descoloracdo (ASSADI et al., 2003; SADHASIVAM et al., 2010; FAN et al., 2012).
Nestes processos, geralmente a molécula do corante € adsorvida pela parede celular flingica
composta por lipideos, proteinas e principalmente polissacarideos, 0s quais sdo
frequentemente  associados ao processo de biossorcdo (ZAPOTOCZNY et al, 2007
AMBROSIO et al., 2012).

Os polissacarideos, constituintes majoritarios da parede celular (LATGE, 2007;
SUKHITHASRI et al., 2013), variam entre 0s g@éneros de fungos, proporcdo de
monossacarideos, tipo de ligacGes glicosidicas e ndmero de ramificacbes, podendo diferir
entre espécies de um mesmo género (DOMENECH et al.,, 1999; SUKHITHASRI et al.,
2013). Sendo assim, a estrutura quimica de polissacarideos vem sendo investigada, visando



diversas aplicagdes biotecnoldgicas, na medicina, e na taxonomia de fungos (CARBONERO
et al., 2005; ZHANG et al., 2005; SILVA et al., 2013).

O género Paecilomyces tem se mostrado promissor na biossor¢do de ions metalicos
(AUER; BRITZ; RODDICK, 1997; SLABA; DLUGONSKI, 2011) e de corantes
(MIQUELANTE, 2001; TORRES et al., 2011), porém, sdo encontrados poucos relatos na
literatura evidenciando o potencial deste fungo no processo de descoloracdo de corantes
téxteis (MIQUELANTE, 2001; TORRES et al., 2011).

Com a necessidade da remocdo de corantes de efluentes da industria téxtil de forma
mais eficaz, surge a busca por novos métodos de tratamento, destacando-se a biossor¢do por
biomassa fungica, o qual prop8e versatilidade, baixo custo e maior eficiéncia no processo de
descoloracdo.

Seguindo o estudo iniciado por Miquelante (2011), inserido no Grupo de Pesquisa do
Laboratorio de Biodegradacdo coordenado pelo Prof. Jaime Paba (UFPR), uma das propostas
do presente trabalho foi investigar a acdo do micélio de Paecilomyces sp. como biossorvente,
avaliando a dindmica do processo biossortivo frente a corantes téxteis e o envolvimento dos
carboidratos presentes na parede celular do micélio com o processo de biossorcao.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que propdem o envolvimento de
polissacarideos de parede celular na biossorgdo, como evidenciado por Zapotoczny et al.
(2007), Ambrosio et al. (2012). No entanto, inexiste a comprovacdo de que a ligacdo de
corantes a sitios especificos nos carboidratos seja o principal responsavel por este processo.
Além disso, apesar dos progressos recentes de caracterizacdo estrutural, a parede celular
flngica continua sendo uma estrutura que requer estudos aprofundados, tanto em termos de
composicdo, quanto de biossintese (LATGE, 2007).

Sendo assim, o0 estudo da dindmica do processo de biossorcdo de corantes pelo isolado
Paecilomyces sp., e o conhecimento da composicdo quimica da parede celular do micélio,
principalmente em relacdo a presenca de polissacarideos, fornecerd informacbes importantes
para propor o uso desta espécie como fonte adicional aos processos de descontaminagdo
ambiental. Portanto, este estudo propde a caracterizagdo do micélio de Paecilomyces sp. como
biossorvente, avaliando o processo biossortivo frente a corantes téxteis e também, a analise
dos carboidratos constituintes da parede celular. Visando assim, uma possivel aplicacdo deste

fungo no processo de tratamento de efluentes industriais.



1.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o micélio de Paecilomyces sp. como biossorvente avaliando a dinamica
do processo biossortivo frente a corantes téxteis e analisar qualitativamente e
quantitativamente os carboidratos constituintes da parede celular, verificando a relacédo destes

com o processo de biossorcao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito de diferentes fontes e concentracbes de carbono e nitrogénio
do meio de cultivo, na capacidade biossortiva do micélio de Paecilomyces sp.

o Verificar o efeito do tempo de contato, concentracdo de biossorvente,
temperatura e concentracdo de sal no processo de biossorcdo de corantes téxteis;

o Analisar o efeito de tratamentos quimicos na capacidade biossortiva da
biomassa micelial buscando avaliar a natureza das biomoléculas envolvidas no
processo de biossor¢éo;

o Isolar e purificar os polissacarideos de parede celular de Paecilomyces sp. e

investigar a associacdo destes ao processo de biossorgéo;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INDUSTRIA TEXTIL

A indGstria téxtil desempenha um importante papel na economia brasileira, com 30
mil empresas formais gerando aproximadamente 1,7 milhdes de empregos regulares
responsaveis por um faturamento anual de US$ 56,7 bilhdes de ddlares. O setor téxtil e de
confeccdo brasileiro tem destaque no cendrio mundial, sendo a sexta maior indUstria téxtil do
mundo, o segundo maior produtor de denim (brim ou jeans) e o terceiro na producdo de
malhas (ABIT, 2013).

Na indUstria téxtil, durante o processo de tingimento das fibras, trés etapas sao
consideradas de maior importancia: a montagem, a fixagdo e o tratamento final. A montagem
é a fase em que o tecido entra em contato com a solucdo de corante através de um banho de
tingimento ou é impregnado com corantes através de forcas mecénicas (processo de
impressao/estamparia). A fixacdo tem como objetivo a reacdo entre o corante e o tecido, ja 0
tratamento final envolve uma etapa de lavagem em banhos de &gua corrente para a retirada do
excesso de corante original ou ndo fixado a fibra téxtil (ALCANTARA; DALTIN, 1996;
GUARATINI; ZANONI, 2000; MCMULLAN et al., 2001).

A etapa de tratamento final da fibra € responsavel pela liberacdo de cerca de 2 a 50 %
do corante em &guas residuais. Esta quantidade depende da classe a qual o corante pertence,
sendo de 2 % para os classificados como basicos e 50 % para os reativos (O’NEILL et al.,
1999; McMULLAN et al., 2001).

Autossuficiente na producdo de algoddo, o Brasil produz 9,8 bilhdes de pecas
confeccionadas ao ano (ABIT, 2013), sendo que para o tingimento de um quilograma de
algoddo com corantes reativos sd80 necessarios cerca de 70 a 150 litros de A&gua,
aproximadamente 600 gramas de cloreto de sddio e de 30 a 60 gramas de corante (ALLEGRE
et al., 2006).

O fato de estas indlstrias utilizarem elevadas quantidades de agua, o baixo
aproveitamento dos insumos (corantes, detergentes, engomantes, amaciantes e outros), e a
dificuldade no tratamento dos residuos gerados, faz com que sejam responsaveis por
considerdveis desequilibrios ambientais (KUNZ et al., 2002; SOUZA; ZAMORA, 2005).



2.2 CORANTES TEXTEIS

Corantes e pigmentos organicos podem ser definidos como substancias intensamente
coloridas que, quando aplicadas a um material, Ihe conferem cor (ABIQUIM, 2013). Para
identificar os mesmos corantes, comercializados com nomes diferentes, usa-se o Colour Index
(CI), publicacdo da American Association of Textile Chemists and Colorists e da British
Society of Dyers and Colorists, que contém uma lista organizada de nomes e nimeros para
designar os diversos tipos. Pelo Cl, os corantes e pigmentos podem ser classificados em 26
tipos, segundo os critérios das classes quimicas, e em 20 tipos de acordo com suas aplicacGes
(ABIQUIM, 2013).

Corantes téxteis, conferem a fibra uma determinada cor sob condicOes
preestabelecidas, reagindo ou ndo com o material durante o processo de tingimento. Segundo
Guaratini e Zanoni (2000), estes corantes podem ser classificados de acordo com a sua
estrutura quimica ou sua fixacdo a fibra téxtil que pode ocorrer por meio de ligagdes idnicas,
pontes de hidrogénio, forgas de van der Waals e ligagbes covalentes.

A molécula de corante pode ser dividida em duas partes principais, 0 grupo croméforo
(que pode ser: nitro, nitroso, azo e carbonila, além dos anéis de quinonas), que confere cor a
substancia, e o grupo funcional responsavel pela fixagdo a fibra, denominado de auxocromo
(que pode ser: etila, nitro, amino, sulfonico, hidroxila, metdxi, etoxi, cloro e bromo) (KUNZ
et al., 2002), que age como doador ou removedor de elétrons, alterando a densidade eletrénica
do cromoforo e influenciando assim o comprimento de onda absorvido (ZEE, 2002). A
estabilidade da molécula do corante é diretamente associada a forga de ligagdo quimica dos
atomos componentes dos grupos cromoforos e auxocromos (ZEE, 2002).

Ao se utilizar a estrutura quimica como critério, os corantes podem ser classificados
em diferentes classes de cromoforos: azo, nitrofenol, nitrosofenol, triarilmetano,
antraquinbnico, pirimidina, vinilsulfonico e triazina, entre outros (TWARDOKUS, 2004). De
acordo com o modo de aplicacdo do corante a fibra téxtil, eles podem ser &cidos, basicos,
diretos, de enxofre, naturais, dispersos, sulfurosos, pré-metalizados e reativos, entre outros
(GUARATINI; ZANONI, 2000; ABIQUIM, 2013).

A tilizagdo destes corantes no Brasil concentra-se principalmente nos corantes
reativos para fibras celulosicas, que correspondem a 57 % do mercado, seguido pelos corantes
dispersos usados para fibras de poliéster, acetato e triacetato com 35 %, poliamida 3 % e

acrilico 2 % (ABIQUIM, 2013). A classe de corantes, com maior nimero de representantes



(60 a 70 %) € a dos azdicos, por isso constituem a maior parte dos efluentes de indUstrias
téxteis e sdo os mais estudados (HUNGER, 2003; ZEE, 2002).

A principal caracteristica dos corantes azoicos é a ligacdo de anéis aromaticos por
grupos azo (—N=N-) que, juntamente com as substituicbes sulfonadas, contribuem para sua
resisténcia aos processos de degradacdo quimica e microbiolégica (DELLAMATRICE, 2005;
STOLZ, 2001). Os corantes azo (mono, di, tri, e poliazo) possuem uma complexa estrutura
aromatica resistente a luz, a atividade biologica, a0 0zbnio e a outras condicdes ambientais
degradativas (HUNGER, 2003).

Mais de 700 mil toneladas de 10 mil tipos de corantes e pigmentos sdo produzidos
anualmente no mundo, e o Brasil ¢ responsavel por 2,6 % dessa demanda, sendo
aproximadamente 20 % dos corantes téxteis usados no pais, descartados em efluentes
(ZANONI; CARNEIRO, 2001).

2.3 CARACTERISTICAS E TRATAMENTO DE EFLUENTES TEXTEIS

Os efluentes téxteis conttm poluentes provenientes de etapas de tingimento e
acabamento, bem como de outros processos. Os componentes encontrados nos efluentes
téxteis sdo principalmente substancias como corantes, sais, compostos organicos e tdxicos
(TABELA 1) que devido a sua complexidade dificuttam o tratamento do efluente (FU;
ZHANG; WANG, 2011).

Os corantes téxteis sdo usualmente descartados nos efluentes industriais sem
tratamento adequado, além disso, se submetidos a determinados processos quimicos de
tratamento podem gerar subprodutos danosos ao ambiente e aos organismos VivVoSs,
prejudicando o ecossistema aquatico, interferindo no pH, temperatura e na penetracdo de luz
solar (GUARATINI; ZANONI, 2000; ZANONI; CARNEIRO, 2001), o que altera o
crescimento da biota, modifica a atividade fotossintética e o regime de solubilidade dos gases
neste meio (GUARATINI; ZANONI, 2000; KUNZ et al., 2002).



TABELA 1 - PRINCIPAIS COMPONENTES ENCONTRADOS NOS EFLUENTES DE INDUSTRIAS
TEXTEIS

Poluente Principais substancias Processo de origem
Matéria organica Amidos, enzimas, gorduras, graxas, Limpeza, lavagem e
surfactantes e acido acético tingimento
Pigmento (Cor) Corantes Lavagem e tingimento
Nutrientes (N, P) Sais de amonia, uréia, tampdes e Tingimento
surfactantes
pH e sais Hidroxido de sddio, &cidos minerais e Limpeza, alvejamento,
organicos, cloreto de sédio, silicatos, tingimento e neutralizagao

sulfatos e carbonatos

Enxofre Sulfatos, sulfitos, hidrosulfitos e acido Tingimento
sulftrico

Compostos Metais pesados, agentes oxidantes e Limpeza, alvejamento,

toxicos redutores, biocidas e sais de ambnio tingimento e finalizagdo

quaternario

Outros Surfactantes, corantes, resinas, Limpeza, lavagens,
compostos organoclorados e solventes alvejamento, tingimento,
organicos neutralizacdo e finalizacdo

FONTE: modificado de Ramalho (2005).

A presenca de corantes téxteis em aguas residuais, além de apresentar riscos ao meio
ambiente, pode causar danos a saude humana, devido a sua toxicidade e carcinogenicidade.
Isto se deve principalmente ao fato de muitos corantes serem fabricados a partir de compostos
carcinogéneos como benzidina, naftaleno entre outros compostos aromaticos (BANAT et al.,
1996). Alem disso, corantes gque possuem em sua estrutura o cromoforo azo, ao serem
metabolizados pelo intestino podem levar a formacdo de aminas aromaticas, benzidinas e
outros intermedidrios carcinogénicos (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Devido aos efeitos deletérios ao ambiente, se faz necessdria a remogdo dessas
substancias do efluente téxtil antes de serem lancados aos corpos receptores, por meio de
tecnologias eficazes e de baixo custo.

O governo brasileiro tem adotado medidas que regulamentam o lancamento de
efluentes, destacando a resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) que estabelece nos artigos 14, 15 e 16 que ndo é permitida a
presenca, em corpos de &gua doce das classes 1, 2 e 3, de corantes provenientes de fontes
antrépicas gque ndo sejam removiveis por processos de coagulacdo, sedimentacdo e filtracdo
convencionais (CONAMA, 2013). Na TABELA 2 estdo listados alguns métodos de
tratamento de efluentes téxteis acompanhados de suas vantagens e desvantagens. Alguns

destes métodos podem ser utilizados em conjunto para um processo mais eficaz



TABELA 2 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DE METODOS PARA A REMOGCAO DE CORANTES

TEXTEIS

Processos

Métodos

Vantagens

Desvantagens

Coagulacdo/floculacéo

Osmose reversa

Ozonizagédo

Ultrafiltracdo

Flotacédo

Oxidacdo de Fenton

Eletrolise

Fotocatalise

Adsorcéo

Adsorcéo por Carvao
ativado

Nanofiltracdo

Lodo Ativado

Sequéncia anaerébica/
aerdbica

Enzimas de fungos

Quimico-Fisico

Quimico-Fisico

Quimico

Fisico

Fisico

Quimico

Quimico

Quimico

Fisico

Fisico

Fisico

Bioldgico

Bioldgico

Biolégico

Total descoloragdo;
reuso de dgua; eliminacdo de
corantes insollveis

Remocdo de sais, corantes
reativos hidrolisados e auxiliares
quimicos.

Total descoloragdo; reuso da
agua; aplicado no estado
gasoso (ndo promove alteragao
de volume)

Baixa pressdo

Remove 90% da cor; baixo
custo; compacto

Descoloracéo efetiva de corantes
sollveis e insollveis; baixo
custo

Total descoloragdo; baixo custo

Remocdo da cor quase completa;
Desintoxicagdo; N&o produz
lodo

A maioria dos adsorventes sao
efetivos e com baixo custo;
reuso de dgua

Remocdo eficiente de grande
variedade de corantes

Separagdo de compostos
orgénicos de baixo peso
molecular e ions mono e
divalentes, hidrolisados de
corantes téxteis reativos

Reducdo DQO e N.

Reducdo da DQO, core
compostos toxicos.

Altataxa de descoloragédo

Ineficiente para corantes
cidos, diretos e reativos;
disposicéo de lodo; alto
custo

Grande quantidade de
energia requerida para a
separacdo

Alto custo; formagéo de
aldeidos; ndo efetivo para
corantes dispersos e
insoluveis;

Meia-vida curta (20 min)

Qualidade de efluente

Descarte do material
retido

Geragdo de lodo pela
floculagdo dos reagentes
e das moléculas do
corante; necessidade de
correcdo para pH acido

Tempo de vida da
espuma e do eletrodo

Somente como passo
final de polimento

Alto custo de eliminagcdo
ou regeneracao

Alto custo

Alta pressdo; acimulo de
sélidos dissolvidos.

Alto valor de DQO e N,
cor e surfactantes no
residuo.

Grande quantidade de cor
e DQO no residuo

Possivel formagédo de
produtos tdxicos

NOTA: DQO: demanda quimica de oxgénio,
ROBINSON et al., 2001; FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004; LATIF et al., 2010)

N: nitrogénio. FONTE: (FU; VIRARAGHAVAN, 2001,



A problematica dos sistemas aquaticos contaminados por corantes téxteis deve-se a
dificuldade de degradar estas moléculas sintéticas, o que torna a escolha da estratégia de
tratamento um fator muito importante, pois cada técnica tem suas limitacdes e 0 uso de um
Unico processo pode ser insuficiente para a descoloragdo completa de um efluente
(SESHADRI; BISHOP; AGHA, 1994; SRINIVASAN; VIRARAGHAVAN, 2010).

Varias técnicas sdo utilizadas na remocdo de efluentes téxteis das aguas (TABELA 2).
Usualmente os métodos para a remocdo de cor baseiam-se em meios fisicos e quimicos, que
incluem  técnicas de coagulacdo/floculagdo, eletrocoagulacdo, ultrafitracdo, nanofiltrag&o,
osmose reversa, ozonizacdo, degradacdo, adsorcdo, tratamentos biologicos, entre outras (FU;
VIRARAGHAVAN, 2001; LATIF et al., 2010; KHANDEGAR; SAROHA, 2013).

Dentre os métodos utilizados para o tratamento de aguas residuais téxteis, o tratamento
bioldgico vem sendo uma alternativa econdmica para 0 uso em substituicdo ou juntamente
com meétodos fisico-quimicos. O processo biologico utilizado com maior frequéncia é o
sistema de lodo ativado que consiste na agitagio dos efluentes, na presenca de
microrganismos e ar, durante o tempo necessario para metabolizar a matéria organica, que em
seguida passa por um processo de floculagdio (KUNZ et al., 2002). Porém, este processo
apresenta a desvantagem de ser susceptivel a composicdo do efluente, além de produzir
grande volume de lodo que exige cuidados na disposicdo final ou tratamento (KUNZ et al.,
2002).

A técnica de adsor¢do tem sido considerada mais adequada, pela possibilidade da
reutilizacdo de aguas e regeneracdo de muitos adsorventes apds o seu uso (PRIGIONE et al,
2008). Dentre os processos de adsorcdo, a biossorcdo que utiliza as propriedades da superficie
de organismos (vivos ou mortos), tais como bactérias, leveduras, fungos, plantas e algas para
remover diferentes tipos de poluentes organicos e inorganicos de efluentes industriais,
apresenta-se como um processo eficiente, de amplo espectro e baixo custo para a retirada de
corantes e outros compostos de ambientes aquaticos (AKSU, 2005; CHAVES et al., 2008).

2.4 BIOSSORCAO DE CORANTES

A biossorcdo € um processo no qual sélidos de origem natural, ou seus derivados,
sdo utilizados na remocdo de particulas e moléculas organicas e inorganicas em solucdo,

através de interacGes de natureza fisica ou quimica (ANJANEYA et al., 2009).
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A descoloracdo pela biossorcdo é influenciada por diversos fatores fisico-quimicos,
como a interacdo corante/adsorvente, a area de superficie do adsorvente, o tamanho da
particula, a temperatura, o pH, e o tempo de contato (FU; VIRARAGHAVAN, 2001;
KUMAR et al., 2012; ABDALLAH; TAHA, 2012; AKAR; ARSLAN; AKAR, 2013).

Uma série de estudos tem avaliado biomateriais capazes de biossorver corantes em
efluentes téxteis. Materiais biologicos obtidos de wvegetais (turfa), crustdceos (quitosana),
fungos (leveduras; fungos filamentosos) e bactérias séo utilizados como biossorventes para
concentrar e remover corantes de solucdo (KUNZ et al, 2002; SRINIVASAN;
VIRARAGHAVAN, 2010).

Dentre os processos de biossor¢do, 0 uso de fungos no tratamento de efluentes e na
remocdo de corantes, tem sido cada vez mais promissor, pois a biomassa fungica apresenta
uma maior &rea de superficie comparada a outros microorganismos (SADHASIVAM et al.,
2010). Uma grande variedade de fungos apresenta potencial para processos de descoloracédo
(FU; VIRARAGHAVAN, 2001). Dentre os géneros que vem sendo estudados estdo
Aspergillus  (FU; VIRARAGHAVAN, 2002; ABDALLAH; TAHA, 2012), Rhizopus
(KUMARI; ABRAHAM, 2007), Trichoderma (SADHASIVAM et al., 2010), Cladosporium
(FAN et al., 2012), Thamnidium (AKAR; ARSLAN; AKAR, 2013) entre outros.

Além destes, alguns fungos encontrados em ambientes marinhos, apresentam
tolerancia a altas concentraces de sal, 0 que os tornam interessantes para aplicacdes
biotecnoldgicas (PANNO et al., 2013), processos de biossor¢éo e biodegradacdo de efluentes
téxteis. Porém, estudos com fungos marinhos usados para biossorcdo de corantes ainda sdo
pouco explorados. Dentre o0s dados presentes na literatura, Khambhaty et al. (2010)
analisaram o potencial da biomassa do fungo marinho Aspergillus wentii, avaliando a
capacidade biossortiva para o corante safranina. Além desta, outra espécie isolada de
ambiente marinho, Aspergillus niger, mostrou capacidade para rapida descoloragdo de um
efluente de industria téxtil composto por uma mistura de corantes reativos, azo e sulfuricos
(ASSADI et al., 2003).
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2.5 GENERO Paecilomyces E SUA RELACAO COM PROCESSOS DE BIOSSORCAO

O género Paecilomyces, pertencente ao filo Ascomycota, inclui fungos filamentosos
isolados de material vegetal e solo, que podem ser entomopatogénicos, nematdfagos ou
patdgenos oportunistas em humanos (INGLIS; TIGANO, 2006).

Na literatura, trabalhos vém destacando espécies de Paecilomyces em processos de
biossorgdo, dentre os quais, a biossorcdo de ions metalicos, por linhagens de Paecilomyces
lilacinus, que se mostraram tolerantes a altas concentragdes de chumbo (AUER; BRITZ;
RODDICK, 1997). Estudos desenvolvidos por Slaba e Dlugonski (2011) também
confirmaram a biossorcdo de chumbo e zinco de &reas contaminadas, pelo micélio de
Paecilomyces marquandii.

Com a espécie de Paecilomyces variotii, foi investigada a biossorcdo em relacdo a
descoloracdo de efluentes da indUstria de papel, caracterizado por altos niveis de lignina e
coloracdo marrom escuro. Neste estudo, Paecilomyces variotii apresentou uma adesdo dos
compostos do efluente em seu micélio e em aproximadamente 24 h descoloriu 72 % do
efluente, caracterizando assim, um processo de descoloracdo por biossorcdo (CALVO;
GALLETTI; GONZALEZ, 1995).

Em relacdo a biossorcdo de corantes, recentemente Torres et al. (2011) em um estudo
com 26 cepas de fungos marinhos mostraram a estirpe Paecilomyces sp. (EMF4), como sendo
eficiente na descoloracdo completa do corante téxtil catibnico cristal violeta, atribuindo esta
descoloracdo a presenca de enzimas lignoliticas e também a capacidade de biossor¢do do
corante pelo micélio flngico.

Miquelante (2011), em pesquisa coordenada pelo Grupo de Pesquisa do Laboratério
de Biodegradacdo do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, analisou
52 espécimes de fungos halotolerantes, destacando 11 como promissoras em processos de
biossorcdo, dentre as quais uma estirpe de Paecilomyces sp., que ap6s 15 dias de incubagédo
com o0s corantes azul reativo 220 (RB220) (monoazo/antraquinona), vermelho reativo 195
(monoazo) e amarelo reativo 135 (azoico) apresentou eficiéncia de descoloragdo pela
biomassa fungica maior que 70 %. Além disso, em um ensaio de atividade descorante em 90
min de contato a biomassa de Paecilomyces sp. apresentou eficiéncia de descoloracdo de
25 % para o corante RB220. Neste estudo, utilizando biomassa autoclavada, o autor excluiu a

participacdo de enzimas lignoliticas pela auséncia de atividade metabdlica no mecanismo de
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eliminacdo da cor, apresentando a biossor¢cdo como Unico mecanismo empregado por este
fungo para o processo de remogdo de corantes.

Apesar destes estudos, ainda sdo limitadas as informacdes sobre o potencial deste
fungo na descoloracdo de corantes téxteis (MIQUELANTE, 2011; TORRES et al., 2011), e
sobre o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producdo do micélio (BAE et
al.,, 2001; XU et al., 2003), e inexiste dados sobre o efeito de pré-tratamentos quimicos na
capacidade biossortiva e dindmica de biossorcdo em geral. Além disso, as biomoleculas

associadas ao processo de biossor¢do precisam ser avaliadas.

2.6 COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR FUNGICA E SUA ASSOCIACAO AO
PROCESSO DE BIOSSORCAO

O reino fungi compreende aproximadamente 1,5 milhdes de espécies, as quais
possuem diferentes polissacarideos que podem apresentar atividades biologicas e
propriedades quimicas com potencial para aplicacbes comerciais (SILVA et al., 2008).

A parede celular compreende cerca de 20-30 % do peso seco da célula fingica, sendo
sua composicdo quimica bastante complexa e constituida principalmente por polissacarideos,
ligados ou ndo a proteinas ou lipideos, polifosfatos e ions inorgénicos. Quitina, glucanas,
galactomananas e proteinas sdo o0s compostos mais frequentes (ADAMS, 2004;
SUKHITHASRI et al, 2013). A composicdo quimica, estrutura e tamanho variam
consideravelmente, dependendo das condicbes ambientais e/ou de cultivo laboratorial, sendo
a sua formacdo coordenada com o ciclo celular (KLIS; BOORSMA; DE GROOT, 2006).
Alem disso, a composicdo da parede celular varia entre fungos filamentosos, leveduras
(FIGURA 1), entre espécies de fungos e até mesmo entre suas linhagens (SUKHITHASRI et
al., 2013).

Aproximadamente 90 % da parede celular é composta por polissacarideos (LATGE,
2007). Dentre estes, as glucanas sdo 0s mais comuns constituindo aproximadamente 50-60 %
do peso seco da parede celular. As glucanas sdo formadas de unidades de glucose e
apresentam geralmente estruturas lineares, com diferentes disposicdes de suas ligagOes
glicosidicas, pertencentes a configuracdo o ou B. As PB-glucanas sdo a forma predominante,
podendo estar livres ou associadas a proteinas, lipideos e outros polissacarideos presentes na
parede (BOWMANN; FREE, 2006).
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De acordo com Leung et al. (2006) e Latgé (2007) em quase todos os fungos a parede

7

celular é composta por B-glucanas (1—3), (1—6)-ligadas, associadas a quitina por uma
ligagdo B-(1—4). A quitina, por sua vez ¢ um homopolimero linear formado por unidades de
N-acetilglucosamina B-(1—4)-ligadas, que compreende cerca de 10 a 20 % da parede celular
de fungos filamentosos. Essas estruturas suportam grandes pressdes tornando-se responsaveis
pela integridade da parede celular. Quando a sintese da quitina € interrompida, a parede
celular torna-se desorganizada e a célula fungica sofre deformacgdes e instabilidade osmotica

(BOWMANN; FREE, 2006).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR FUNGICA EM LEVEDURAS E FUNGOS
FILAMENTOSOS

NOTA: A parede celular é composta por quitina (polimeros de N-acetilglucosamina p-(1—4)-ligados) e glucanas
(polimeros de glucose B-(1—3) e B-(1—6)-ligados). Proteinas manosiladas estdo presentes na parede celular de
leveduras, mas ausentes em fungos filamentosos. FONTE: Sukhithasri et al. (2013).

Devido a parede celular ser composta por uma elevada quantidade de
polissacarideos, estas moléculas sdo frequentemente associadas a capacidade de biossorcdo
dos fungos, sendo que no processo de biossor¢do de ions metalicos como o cobre, ocorre a
incorporacdo deste, no complexo quitina-glucana presente na parede das células fungicas, pela
formacdo de ligacdes coordenadas de atomos de nitrogénio e oxigénio com grupos amida e
hidroxila do polissacarideo (ZAPOTOCZNY et al., 2007).

Métodos fisicos como a autoclavagem do micélio, ou quimicos (NaOH, Ca?*
formaldeido) usados como pré-tratamento da biomassa flngica podem aumentar a capacidade

de biossorcdo de corantes por removerem proteinas e causarem rupturas na parede celular,
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deixando assim, sitios de ligagdo as moléculas de corante mais expostos (FU;
VIRARAGHAVAN, 2002; MUNRO et al., 2007; ABDALLA; TAHA, 2012).

2.7 CARACTERIZACAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS DE FUNGOS
ASCOMICETOS

Os polissacarideos sdo biopolimeros produzidos pelos organismos vivos, que exibem
diferentes tipos de estruturas quimicas, funcbes fisiologicas e aplicacbes (RODRIGUES et al.,
2011). A composicdo e a estrutura quimica dos polissacarideos de parede celular variam entre
espécies de microrganismos. Sendo assim, com base nos resultados provenientes da
caracterizacdo quimica dessas macromoléculas, alguns autores propdem a sua utilizagdo como
marcadores para a classificacdo taxondmica de fungos filamentosos, leveduras e liquens
(TEIXEIRA; IACOMINI; GORIN, 1995; CARBONERO et al., 2005; SILVA et al., 2013).
Além de aplicagbes medicinais como antioxidantes, antimutagénicos, anticoagulantes,
antitromboticos e imunomoduladores (FREIMUND et al., 2003; ZHANG et al., 2005; SILVA
et al., 2006; CHEN; SEVIOUR, 2007; RODRIGUES et al., 2011; NIE et al., 2013).

Diferentes composicdes monossacaridicas podem ser encontradas entre  0S
polissacarideos de fungos ascomicetos. Silva et al. (2013) analisando a composi¢do
monossacaridica da parede celular do fungo Verticillium lecanii extraida com Alcali
encontraram glc, gal, man, e fuc nas propor¢des de 20:10:2:1 a partir de hidrolise acida com
TFA 4 M, e determinaram a estrutura do polissacarideo de parede através de analises por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), ressonancia magnética
nuclear (RMN) e também por metilagdo. O polissacarideos é composta de cadeia principal
formada por unidades de [-D-galactofuranose (1—6) ligadas substituidas em O-2 por
terminais ndo redutores de a-glucose ou cadeias laterais de o-galactose (1—6) ligadas a a-
glucose.

Em alguns fungos ascomicetos como Lecanicillium musccarium, Beauveria bassiana e
Cordyceps sphingum, também sdo encontradas heterogalactomananas na parede celular, sendo
que todas as estruturas apresentaram cadeias principais de o-D-manopiranose (1—6)-ligadas
e proporgbes de man e gal 1:1. Lecanicillium musccarium apresentou polissacarideos
compostos por man, gal e &cido glucurbnico na proporcdo 10:6:1 detectados por
cromatografia liquido-gasosa (GLC) (BERNABE et al., 2011).
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Em um estudo com o fungo ascomiceto Cordyceps militaris, Smiderle et al. (2013) a
partir de extracdo com KOH 5 %, obtiveram uma fracdo polissacaridica homogénea composta
pelos monossacarideos man (56,7 %), gal (34,5 %) e glc (8,8 %). A partir das andlises
espectroscopicas e quimicas, 0s autores puderam sugerir a estrutura de glucogalactomanana
presente na fracdo estudada, composta por uma cadeia principal de a-D-manopiranose (1—2)-
ligada, a qual pode ser substituida por fragmentos de a-D-Manp-(1—6)-ligada ou PB-D-Galf-
(1—2)-ligada, apresentando unidades de o-D-Manp, a-D-Galp, o-D-Galf ou B-D-Galf como

terminais ndo redutores.

2.7.1 Caracterizacdo quimica de polissacarideos do género Paecilomyces

Considerando que os polissacarideos estruturais da parede celular sdo as moléculas
mais frequentemente associadas a capacidade biossortiva de fungos, o conhecimento da sua
estrutura € de fundamental importancia.

Domenech et al. (1994) buscando diferenciar as espécies de Paecilomyces das
espécies de Penicillium spp. e géneros afins, analisaram a parede celular de quatro cepas de
Paecilomyces variotii quanto a sua composi¢do polissacaridica, encontrando uma a-glucana,
cuja cadeia principal é (1—3)-ligada (32,2 a 39,1 %) e por um complexo de B-glucana-quitina
(42,7 a 47,3 %), nas fracOes obtidas por extracdo alcalina com NaOH . Enquanto que a fracdo
solivel em &gua se mostrou composta por D-manose (13,4 a 32,4 %), D-galactose (24,3 a
41,8 %) e D-glucose (10,1 a 24,7 %). Apos purificacdo esta fragdo mostrou-se composta por
unidades de Manp (1—6)-¢ (1—2,6)-ligadas, Galf (1—5) e (1—6)-ligadas, além de terminais
nao redutores de Glcp e Galf.

Em outro trabalho, Domenech et al. (1996) obtiveram uma glucogalactomanana
extraida com alcali (NaOH) da parede celular de Paecilomyces fumosoroseus e Paecilomyces
farinosus apresentando cadeia principal de a-manopiranose, 4-O-substituida (70 %) por
unidades de a-D-glucopiranose ou [-D-galactopiranose, outra possibilidade sugerida, menos
provavel, uma cadeia de B-D-manofuranose (1—6)-ligada, ramificada em O-5, e com pontos
de ramificacdo em O-2 das unidades de manopiranose (1—6)-ligadas. As proporcbes de
monossacarideos encontrados na analise por GLC foram de man (28,5-53,0 %), gal (8,3-
31,6 %) e glc (17,7-38,1 %).
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Posteriormente, em outro estudo, também visando o uso destes polissacarideos como
marcadores quimiotaxondémicos, Domenech et al. (1999) analisaram a estrutura da parede
celular de Paecilomyces variotii e algumas espécies de géneros relacionados. Neste estudo, a
analise dos polissacarideos por GLC, mostrou serem compostos de man (23-45 %), gal (16-
43 %), e glc (3-9 %) e as andlises dos derivados metilados e das analises por RMN
demonstraram que a estrutura do polissacarideo consiste em uma cadeia principal de
a-D-manopiranose  (1—6)-ligada, parcialmente substituida em O-2 por cadeias de
galactofuranose e cadeias curtas de manopiranose, sendo que diferencas no comprimento da
cadeia e tipos de ramificagdes foram utilizadas para diferenciacdo entre as espécies.

Exopolissacarideos produzidos pelo fungo Paecilomyces sp. tém sido estudados,
apresentando estruturas de B-D-Glcp (1—4)-ligadas, com substituicbes de frutofuranana
B-(4—) e B-(2—) (LILLO, 2007). J& estudos com Paecilomyces tenuipes mostraram uma
estrutura formada por uma cadeia principal de B-D-Glcp (1—6)-ligada com cadeias laterais de
B-D-Manp (1—6)-ligadas e de p-D-Gal (2—6)-ligadas (LU et al., 2007).

Apesar de ja& serem encontrados estudos de caracterizacdo de polissacarideos do
género Paecilomyces, sabe-se que dependendo da espécie do fungo, da composicdo do meio
de cultivo, da fracdo da parede celular analisada e de acordo com o método de extracdo é
possivel encontrar um perfil estrutural diferente destes polissacarideos (DOMENECH et al.,
1999). Além de contribuirem para a classificagdo taxondmica, estes compostos também
podem ser Uteis para aplicagdes biotecnologicas, dentre as quais a biossorcao.

Nos fungos, os polissacarideos de parede celular sdo alterados quantitativamente e
qualitativamente de acordo com a fonte de carbono e nitrogénio, diferentes condicdes de pH,
temperatura e aeracdo a que as culturas sdo submetidas (AGUILAR-USCANGA;
FRANCOIS, 2003). Além disso, a capacidade de biossor¢do pelo micélio também pode ser
alterada, razdo pela qual neste estudo algumas condi¢Oes de cultivo e fontes de nutrientes para
Paecilomyces sp. foram testadas, buscando um aumento na quantidade de biomassa produzida

e na eficiéncia do processo de descoloracdo de corantes téxteis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICROORGANISMO E REAGENTES

Os experimentos foram realizados com a estirpe de Paecilomyces sp. (FIGURA 2),
coletada do sedimento superficial de um manguezal localizado na Baia das Laranjeiras
(Complexo Estuarino de Paranagua, Litoral do Estado do Parand, Brasil) (MIQUELANTE,
2011), e mantida no laboratério de Biodegradacdo do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Parana.

Para manter a cultura, o repique do fungo foi feito a cada 3 meses, inoculando-o em
meio de cultura minimo salino (MMS), contendo (por litro de agua destilada): 10 g de
glucose; 6 g de NaNOs; 1,5 g de KH;POy4; 0,5 g de KCI; 0,5 g de MgSOq4; 0,01 g de
FeSO4.7H,0; 0,02 g de ZnS0O4.7H,0; 15 g de agar (para os cultivos em meio solido) e 24 g de
sal sintético marinho em pH 5,6. Para os experimentos, o fungo foi repicado de MMS sélido
para liquido e incubado durante 15 dias a 28 °C (em auséncia de luz). O MMS liquido foi

utilizado como meio de cultura padréo.

FIGURA 2 - CEPA DE Paecilomyces sp. UTILIZADA NESTE ESTUDO
FONTE: O autor (2014)

Os corantes utilizados neste estudo foram fornecidos pelas empresas Siderquimica
S/A, sediada em Sdo José dos Pinhais (Parana — BR), DyStar (Sdo Paulo) e CHT/Bezema,
filial de Blumenau-SC.
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Para 0 uso, os corantes foram diluidos em agua destilada, sendo a concentracdo

variavel de acordo com o experimento. Os corantes listados na tabela 3 foram utilizados para

ensaios de atividade descorante.

O corante remazol azul (C.I. Reactive Blue 220) foi utilizado como corante padrdo em

todos o0s experimentos. Este corante foi fornecido pela empresa DYSTAR e em sua ficha

técnica € designado Azul Brilhante Remazol BB 133 %. Quanto ao modo de aplicacdo é

classificado como corante reativo, apresenta em sua estrutura um complexo de cobre e

formazana e grupamento azo como cromoforo. Contém em torno de 4 % de cobre no

complexo, nitrogénio passivel de liberacdo que pode contribuir para a eutrofizacdo e fosfatos
em compostos organicos fosforados (NIEBISCH, 2009).

TABELA 3 - ESTRUTURAS, CLASSIFICACAO E COMPRIMENTO DE ONDA () DOS CORANTES
TEXTEIS UTILIZADOS PARA OS ENSAIOS DE ATIVIDADE DESCORANTE

Classificacdo
Nome_ Nome C.I. Sigla hmax quo <3Ie Estrutura
Comercial (nm) aplicacao/
Quimica
Preto Acid Black Acido/ pré-
CR 150 194 ABL4 590 metalizado nd.
olsgn—k—'
. Acido/ pré-
marinho  Acid Blue 193 AB193 580 metaliz;’ o
CRD 150 8_Nt
. Reativo/
Vﬂg‘g’go ReaCtl“z’g Red  pRi20 540 diazo,
clorotriazina
Vermelho Reactive Red  Lov i oon  Reativo/ diazo IR iyt o
HE7B 141 S el
i H SO,H H
Amarelo Reactive . . M
HEAR Yellow 84 RY84 420 Reativo/ diazo ‘“\4 @ 4 ""H -
DS $0Ne NED.E NaO,S SONa
Continua pag. 19
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Conclusao Tabela 3
Classificacdo
Nome_ Nome C.I. Sigla Amax quo 99 Estrutura
Comercial (nm) aplicacao/
Quimica
Amarelo Reactive Reativo/ e
HE6G Yellow 135 R Ll azo
. Reativo/ T
ﬁZSUI HE GX Reactll\ég Blue RB198 620 monoazo, Naos ’ \}wcmxi:[
clorotriazina J@m HHN—
SO Na
—— Reactive Blue \ﬁsﬁsall\;géa
BrllEr;gnte 220 RB220 600 antraquinona, n.d.
monoazo
HaC.
Vermelho Reactive Red Reativo/ azo, iy
RB 198 RR1%8 520 vinilsulfona :<SO°N oH HN—(\ =,
N=N
NaO:SSO3Na
Vermelho Reactive Red RR195 540 Reativo/ . : ” . _<
BF 3SR 195 monoazo WQ
Amarelo . . o
Reactive Reativo/ . O . }C/< -
our;)SIgNL Yellow 107 RY107 42 monoazo -,

I
Q

NOTA: n.d.: ndo disponivel; FONTE: modificado de Niebisch (2012).

3.2 CULTIVO E OBTENCAO DE BIOMASSA

Para os experimentos o fungo foi cultivado em réplicas contendo 5 mL de meio

minimo salino liquido (MMS), sendo cada réplica inoculada com suspensdo de esporos na

concentragdo de 3 x 10* esporos por mL, mantidas a 28 °C (em auséncia de luz), sem agitaéo

por 15 dias.

Para o0 uso da biomassa fungica (FIGURA 3A) em todos os experimentos, apds o

cultivo nas condicBes determinadas, o micélio foi retirado do meio de cultivo, lavado 2 x com

agua destilada, seguido de centrifugacdo (centrifuga MDC-2000 HT), por 5 min a 6.160 X g.
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Em seguida, o micélio foi autoclavado a 120 °C por 20 min, para inativacdo das enzimas, seco
em estufa a 50 °C até peso constante, macerado com auxilio de um pistilo e passado em
peneiras granulométricas de 250 pm para uniformizar o tamanho das particulas. Ao final

destas etapas o micélio foi denominado como processado (FIGURA 3B).

g

A

FIGURA 3 — (A) MICELIO DE Paecilomyces sp. CRESCIDO EM MEIO DE CULTIVO LIQUIDO (MMS).
(B) MICELIO APOS SER PROCESSADO
FONTE: O autor (2014)

3.3 ATIVIDADE DESCORANTE DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

O teste de atividade descorante determina a capacidade biossortiva da biomassa
micelial seca (quantidade de corante em miligramas (mg) removido por grama (g) de micélio
seco em um intervalo de tempo). Para isso, o micélio processado (quantidade variavel de
acordo com o experimento) foi misturado em uma solugcdo do corante na concentracdo de 100
mg/L e tampdo fosfato a 50 mM, pH 7,0, e colocado em agitacdo a 170 rpm durante 90 min
(agitador Certomat mod. 886031).

A porcentagem de descoloracdo foi determinada através da diminuicdo da absorbancia
no comprimento de onda de cada corante em relacdo a amostra controle (meio padrdo, porém
sem inoculo). Este ensaio foi aplicado para todas as variaveis de todos 0s experimentos
realizados sempre em triplicata. Para cada teste de atividade descorante foi feita uma curva
padrdao em triplicata com o corante utilizado, nas concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120 mg/L.

O monitoramento da eficiéncia de descoloracdo (%) nos experimentos foi determinado
através da diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda maximo para cada corante em

relacdo a amostra controle (mesma concentracdo de corante, mas sem biomassa) em
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espectrofotometro Genesys (G10-S UV-VIS Thermo Scientific). A eficiéncia de descoloracdo
foi expressa em termo de percentual de remocdo de corante, o qual foi calculado a partir da

seguinte formula:

Eficiéncia de descoloracdo % = (Abs 0) — (Abs t) x 100
(Abs 0)

na qual Abs 0 é a absorbancia no tempo zero (ou amostra controle) e Abs t € a absorbancia no
tempo avaliado.

3.4 EFEITO DE DIFERENTES FONTES E CONCENTRACOES DE CARBONO E
NITROGENIO NA CAPACIDADE BIOSORTIVA DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

O efeito de diferentes concentragbes e fontes de carbono e nitrogénio foi avaliado no
crescimento (rendimento por peso seco) e na capacidade biossortiva do micélio.

Foram avaliadas oito fontes de carbono (glucose, frutose, galactose, glicerol, sacarose,
maltose, amido e celulose) em quatro concentracdes (1, 5, 10 e 15 g/L) e fontes de nitrogénio
(nitrato de sodio, uréia, cloreto de amdnia, tartarato de amdnia e oxalato de amonia) nas
concentracdes de 20, 60 e 100 mM. Inicialmente foi analisada a fonte de carbono e em
seguida, o efeito do nitrogénio em relacdo a producdo de biomassa e capacidade biossortiva.

As amostras foram inoculadas com uma concentracdo de 3 x 10* esporos por mL e
cultivadas em MMS liquido, sem agitacdo a 28 °C (em auséncia de luz). A composicdo do
MMS foi modificada em relacdo & fonte e concentragdo de carbono e nitrogénio. Apds o
periodo de cultivo (15 dias) a biomassa micelial foi coletada e processada para 0 experimento
de atividade descorante. O corante azul RB220 foi utilizado para estes experimentos na
concentracdo de 100 mg/L.
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3.5 SUPLEMENTACAO DOS CULTIVOS DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

As culturas de Paecilomyces sp., apds serem definidas as fontes e concentracbes de
carbono e nitrogénio, foram suplementadas com N-acetilglucosamina (NAG) (Sigma-
Aldrich), na concentracdo de 23 mM, que segundo Bulik (2003) induz a expansdo da parede
celular fingica. O NAG foi adicionado as réplicas de 5 mL, juntamente com o meio de cultivo
(MMS liquido) que foi inoculado com uma concentracéo de 3 x 10* esporos por mL.

Apos o crescimento do fungo por 15 dias, foi determinado o0 peso seco e a biomassa
foi processada, sendo utilizado 1,5 mg de micélio processado para o0 ensaio de atividade
descorante com o corante azul RB220 na concentracdo de 100 mg/L.

Os cultivos de Paecilomyces sp. também foram suplementados com célcio 0,2 M, o
qual foi adicionado as réplicas de 5mL ap0Os sete dias de cultivo para evitar que o calcio
inibisse o crescimento inicial do fungo (MUNRO et al., 2007). Apds ser determinado o peso
seco, a biomassa foi processada, sendo utilizado 1,5 mg de micélio processado para 0 ensaio

de atividade descorante com solugdo do corante azul RB220 na concentragdo de 100 mg/L.

3.6 EFEITO DO TEMPO DE CULTIVO E CONCENTRACAO DE INOCULO NO
CRESCIMENTO E CAPACIDADE BIOSSORTIVA DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

Para avaliar o efeito do tempo de cultivo em relacdo ao crescimento micelial e sua
capacidade biossortiva, foi feito um ensaio coletando o micélio das réplicas de 5 mL ap6s 5,
10 e 15 dias de crescimento. Neste ensaio também foi avaliado o crescimento do micélio e sua
capacidade biossortiva em relacdo a duas concentracdes de indculo distintas, sendo 3 x 10°

para as amostras A e 3 x 10* esporos por mL para as amostras B (TABELA 8, péag. 48).
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3.7 EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE
A DIFERENTES CORANTES

Para avaliar a capacidade biossortiva do micélio processado de Paecilomyces sp.
frente a diferentes corantes, foi realizado um ensaio de atividade descorante utilizando-se 2
mg de micélio processado, tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0, corantes na concentracdo de 100
mM (TABELA 3, pag. 18), e agitacdo de 170 rpm durante 90 min de contato.

3.8 EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE
A DIFERENTES CONCENTRAGOES DE BIOSSORVENTE

ApoOs serem otimizadas as condicGes de producdo de biomassa, o efeito da
concentragdo de biomassa micelial no processo de biossorcdo foi analisado em um ensaio de
atividade descorante. Para o ensaio foram utilizadas solugdes dos corantes preto CR150,
vermelho HE3B, amarelo HE4R e azul RB220 (TABELA 3, pag. 18) na concentracdo de 100
mg/L e concentracGes de biomassa micelial de 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10 ¢g/L de solucdo de

corante.

3.9 EFEITO DE TRATAMENTOS QUIMICOS NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO
PELO MICELIO DE Paecilomyces sp.

A influéncia de tratamentos quimicos na biomassa processada foi analisada buscando
melhorar o0 potencial desta na biossorcdo de corantes. Para isso, foram utilizados 3 mg da
biomassa processada, adicionando-se 1 mL do reagente quimico (NaOH, NaCl, HCI ou
H,SO,4) na concentracdo de 0,1 M, deixando em agitacdo de 150 rpm por 1 h. Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas por 5 min a 6.160 x g e a biomassa lavada trés vezes com
agua destilada e uma vez com tampdo fosfato 50 mM para retirar 0 excesso de reagente,
centrifugando ap6s cada lavagem. O micélio tratado foi utilizado para fazer o ensaio de

atividade descorante com os corantes (Azul RB220, preto CR150, amarelo HE4R, e vermelho
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HE3B). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e os valores médios utilizados na

analise de dados pelo programa estatistico JMP-Stater.

3.10 EFEITO DO TEMPO DE CONTATO NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO
MICELIO DE Paecilomyces sp.

Outro fator que possui forte influéncia na capacidade de remocdo do corante pela
biomassa é o tempo de contato do biossorvente com a solucdo (SADHASIVAM et al., 2009).
Levando isto em consideracdo, foi testado o efeito do tempo de contato entre 0o micélio e as
solucdes de corantes em tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 150 min. Para este
ensaio foram utilizados 3 mg de biomassa tratada com NaOH 0,1 M por 1 h em agitacdo de
150 rpm. Quatro corantes (azul RB220, preto CR150, amarelo HE4R, vermelho HE3B) foram
usados na concentracdo de 100 mg/L. O experimento foi realizado em triplicata sendo
analisada a absorbancia de cada corante, em cada tempo, em um ensaio de atividade

descorante.

3.11 EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAL (NaCl) E DA TEMPERATURA NA
EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp.

A eficiéncia de descoloracdo do micélio de Paecilomyces sp. foi avaliada para os
corantes azul RB220, preto CR150, amarelo HE4R, vermelho HE3B na concentragdo de 100
mg/L, em diferentes condicdes de temperatura e concentracdes de sal (NaCl), em ensaios de
atividade descorante independentes.

As temperaturas foram testadas na faixa entre 10 °C a 50 °C, com intervalos de 10 °C
(KAUSHIK; MALIK, 2010), sendo as amostras colocadas em um agitador (incubadora
refrigerada com agitacdo, mod. TE-421 Tecnal), durante 90 min, com agitacdo de 170 rpm,
para cada temperatura testada.

As concentracbes de NaCl testadas foram de 10, 20, 40, 60 e 80 g/L, em seguida, as
amostras foram analisadas em espectrofotdmetro na absorbéancia de cada corante conforme
descrito na TABELA 3, pag. 18.
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3.12 DESSORGCAO DO CORANTE DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

A dessorcdo do corante da biomassa micelial, buscando avaliar seu reuso nos
processos de descoloracdo foi avaliada pela exposicdo a diferentes tratamentos. As biomassas
carregadas com os corantes: azul RB220, preto CR150, amarelo HE4R e vermelho HE3B
(TABELA 3, pag. 18) na concentracdo de 100 mg/L, foram lavadas 3 vezes com agua
destilada para a remogdo do corante ndo adsorvido, sendo em seguida colocadas em solugdo
com NaOH 0,1 M, NaOH 1 M ou &gua destilada (controle) em agitacdo de 170 rpm durante 1
h (ZHOU; BANKS, 1993). A quantidade de corante dessorvido (mg) foi determinada por
espectrofotometria na absorbancia de cada corante (TABELA 3, pag. 18).

3.13 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DE CRESCIMENTO E
CAPACIDADE BIOSSORTIVA DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

Todos os experimentos referentes a capacidade biossortiva e o crescimento da
biomassa micelial foram realizados em quadruplicata, e o0s experimentos de eficiéncia de
descoloragdo (%) realizados em triplicata, tanto para as amostras, quanto para os controles. Os
valores de atividade descorante, e de biomassa seca, apresentados neste trabalho sdo médias
dos resultados (de trés ou quatro amostras) com desvio padrdo da média das amostras.

Os dados foram analisados através do programa Graphpad Prism (versdo 5.0) pela
analise de variancia (teste ANOVA) seguido da aplicacdo do teste Tukey com nivel de
significancia de 5 %, ou seja, as diferencas entre as varidveis de cada tratamento foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Os dados também foram analisados pelo
programa JMP-Starter aplicando o teste ANOVA e Tukey também com nivel de significancia
de 5 %.
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3.14 ISOLAMENTO DOS POLISSACARIDEOS DE PAREDE CELULAR DE

Paecilomyces sp.

Apo6s o cultivo do fungo durante 10 dias, utilizando as fontes de carbono, nitrogénio
(maltose 15 g/L com tartarato de amdnia 100 mM), definidas como melhores para a relagdo
producdo de biomassa e capacidade biossortiva, a biomassa foi retirada da cultura e lavada
exaustivamente com 4gua destilada para a remogdo dos exopolissacarideos produzidos e dos
acucares adicionados ao meio de cultivo. O procedimento de lavagem foi repetido até que a
agua de lavagem apresentasse resultado negativo na dosagem de carboidratos totais
(DUBOIS, 1956). Apoés, a biomassa foi congelada e liofilizada obtendo-se 15,3 g de biomassa

seca (Liofilizador Thermo electron Corporation — Freezer Dryer).

3.15 OBTENCAO DAS FRACOES POLISSACARIDICAS DE PAREDE CELULAR DE
Paecilomyces sp.

3.15.1 Extracdo aquosa

A biomassa seca de Paecilomyces sp. (15,3 g) foi macerada e submetida a extracdo
aquosa exaustiva sob refluxo em banho fervente (~ 98 °C) por 4 h. Apds, o sobrenadante foi
fitrado ainda quente e centrifugado a 12.000 x g (Centrifuga Hitachi Himac CR21E), por 20
min a 10 °C. Este processo foi repetido por mais seis vezes, até apresentar resultado negativo
na dosagem de carboidratos totais (DUBOIS, 1956) sendo 0s extratos obtidos, reunidos e
concentrados por rotaevaporacdo. O extrato aquoso foi precipitado com 3 volumes de etanol,
centrifugado a 12.000 x g por 20 min a 5 °C, dialisado contra agua corrente em membrana de
6-8 kDa (Seamless, semi-permeable, regenerated cellulose dialysis tubing- Spectra/Por®) por

24 h, congelado e liofilizado, gerando o extrato aquoso a quente HW.
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3.15.2 Extracdo alcalina

O residuo proveniente das extracGes aquosas foi submetido a cinco extracfes alcalinas
sequenciais exaustivas, até apresentar resultado negativo na dosagem de carboidratos totais
(DUBOIS, 1956). As extracOes foram feitas com hidroxido de potassio (KOH) 2 M na
presenca de borohidreto de sédio (NaBHj,), por 4 h, sob refluxo, em banho fervente (~98 °C).
Os extratos foram filtrados ainda quentes e neutralizados com &cido acético. Em seguida, 0s
extratos foram reunidos e dialisados contra dgua corrente, em membrana de 6-8 kDa por 24 h,

Apos, o extrato foi congelado e liofilizado, gerando o extrato alcalino K2.

3.15.3 Extracdo com dimetilsulfoxido (DMSQO)

O residuo insolivel 1K2 (1,57 @), proveniente da extracdo alcalina com KOH 2 M, foi
novamente extraido com solucdo de DMSO por 1 h, na temperatura de 60 °C. ApoOs este
periodo a fracdo foi centrifugada por 20 min a 12.000 x g, sendo separado o sobrenadante e o
precipitado e dialisados separadamente em membrana de 6-8 kDa em agua corrente por 24 h.

As fracbes foram congeladas em liofilizadas gerando a fracdo solivel em DMSO
SDIK2 (0,58 g) e a fracdo insolivel em DMSO, PDIK2 (0,58 g). Esta foi posteriormente
utilizada em um ensaio de atividade descorante com o corante Azul RB220 na concentracéo
de 100 mg/L.

3.16 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS DE PAREDE CELULAR DE

Paecilomyces sp.

As fracbes correspondentes aos extratos aquoso (HW) e alcalino (K2) foram
submetidas a passos sequenciais de purificacdo, de acordo com as metodologias descritas a

sequir.
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3.16.1 Separacdo dos polissacarideos por congelamento e degelo

Os extratos aquoso (HW) e alcalino (K2) foram primeiramente submetidos ao
processo de purificacdo por congelamento e degelo descrito por Gorin e lacomini (1984). HW
e K2 foram solubilizadas em agua destilada, sob aquecimento de 40 °C e agitacdo em agitador
magnético por 30 min, congeladas e em seguida submetidas ao degelo a temperatura
ambiente. Esse processo foi repetido por 3 vezes, sendo que as fragces insollveis em agua fria
foram separadas dos demais componentes soliveis por centrifugacdo a 12.000 x g, 5 °C por
20 min. Este procedimento foi repetido em todas as fracdes, até que os sobrenadantes ndo
formassem mais precipitados.

As fracBes sollveis foram separadas sendo que os precipitados também foram
novamente submetidos ao processo de congelamento e degelo com a finalidade de retirar
completamente possiveis compostos soliveis contaminantes da amostra. Os materiais foram
congelados e liofilizados, originando as fracGes sobrenadantes de congelamento e degelo
(SHW e SK2), e as fragOes referentes ao precipitado do congelamento e degelo (IHW e IK2).

3.16.2 Separacdo dos polissacarideos sollveis em &agua por precipitacdo com solucdo de
Fehling

Os sobrenadantes do processo de congelamento e degelo, SHW e SK2 foram
submetidos ao tratamento com solu¢do de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965). Esta solucdo
consiste da combinacdo de duas solucdes (A e B). A solucdo A é composta por tartarato de
potéssio e KOH (173 g + 125 g/ H,0 qg.s.p. 500 ml, respectivamente), enquanto que a solugdo
B consiste de CuSO4 5.H,0 (55,7 g/ H,0 g.s.p 500 ml).

As fragBes polissacaridicas soliveis em &gua foram adicionadas & solucdo de Fehling,
sendo a mistura vigorosamente agitada e deixada em repouso a 4 °C por 4 h. Apds, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, 10 °C por 20 min. Em seguida, tanto a fracdo
solivel, quanto o complexo cdprico insolivel foram neutralizadas com é&cido acético e
dialisados contra &gua corrente. Apds a dialise, as fragdes polissacaridicas foram deionizadas
com resina cationica fortemente acida e novamente dialisadas, concentradas, congeladas e

liofilizadas calculando-se o rendimento. O tratamento com solucdo de Fehling para a fragéo
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HW gerou uma fracdo solivel em Fehling denominada SFHW, ndo gerando fracdo insolivel,
e 0 mesmo tratamento para a fracdo SK2 gerou uma fracdo solivel em Fehling SFK2 e um

complexo cuprico insolivel PFK2.

3.16.3 Purificacdo dos polissacarideos por ultrafiltracdo em membrana

A fracdo SFK2 heterogénea (pela técnica de HPSEC-MALLS-RI), proveniente do
tratamento com solugdo de Fehling foi submetida a ultrafitracdo em membrana de celulose
regenerada com limite de exclusdo de 10 kDa (Millipore), originando uma fracdo retida
(RSFK2) e outra eluida (ESFK2). A ultrafiitracdo foi realizada por um sistema de filtragdo
(modelo 16249, Sartorius) acoplado a um cilindro de ar comprimido (CARBONERO, 2005).

3.17 TRATAMENTO ENZIMATICO DA FRAQAO PDIK2 EXTRAIDA DA PAREDE
CELULAR DE Paecilomyces sp.

A fracdo PDIK2 obtida a partir da extragdo com DMSO foi submetida a um tratamento
para a clivagem de ligacGes peptidicas com a protease Pronase E (obtida de Streptomyces
griseus, Sigma) que contém uma mistura de proteases com pelo menos trés atividades
proteoliticas, incluindo uma serina-protease extracelular que exibe uma vasta gama de
especificidades de substrato. A digestdo pela Pronase E degrada facilmente triptofano, serina,
treonina, asparagina e glutamina.

As amostras foram dissolvidas (2,5 % p/v) em tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0 e a
enzima (1 % p/p) foi adicionada. As misturas foram incubadas a 37 °C, por 24 h. Apos o
periodo de incubacdo a enzima foi inativada (80 °C por 20 min), e a fracdo PDIK2 tratada
com Pronase E (EPDIK?2) foi lavada 3 vezes com agua destilada para a retirada da enzima. Na
sequéncia, foi realizado o ensaio de atividade descorante com o corante azul RB220 na
concentragdo de 100 mg/L.

A fracdo PDIK2 também foi tratada com uma enzima, para a clivagem das ligaces

glicosidicas com uma glicosidase de Trichoderma harzianum (Lysing Enzymes from
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Trichoderma harzianum, Sigma), a qual contém uma mistura de [-glucanase, celulase,
protease, e quitinase.

As amostras foram incubadas com 25 pg/mL de enzima, em tampao acetato 50 mM,
pH 5,0, por 12 h a 30 °C. Posteriormente a fracdo PDIK2 tratada com glicosidase (GPDIK?2)
foi lavada 3 vezes com agua destilada, sendo submetidas ao ensaio de atividade descorante

com o corante azul RB220 na concentracdo de 100 mg/L.

3.18 ANALISE ESTRUTURAL DAS FRA(;OES POLISSACARIDICAS ISOLADAS DA
PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

3.18.1 Analise da composicdo monossacaridica

A determinacdo da composicdo de monossacarideos neutros foi realizada ap6s
hidrolise &cida total de uma aliquota (1 mg) dos polissacarideos com TFA 1 M (&cido
trifluoracético) por 15 h a 100 °C (SILVA et al., 1993). Decorrido o tempo de hidrélise, o
acido foi eliminado das amostras hidrolisadas por evaporacdo, até secura em temperatura
ambiente. O material resultante foi solubilizado em 100 puL de agua e submetido a conversdo
para alditdis a partir da reducdo com NaBH; em pH alcalino, por 16 h, a temperatura
ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963a, 1963b). Apos este periodo, o material foi
neutralizado com &cido acético concentrado, seco e lavado 3 vezes com metanol concentrado.
Apds, os derivados alditdis obtidos foram acetilados com uma mistura de anidrido acético
(Ac0) e piridina (1:1, v/v) a 100 °C por 30 min, formando os acetatos de alditdis. O processo
foi interrompido com a adicdo de agua e os acetatos de alditois extraidos com cloroformio. A
piridina residual presente na fracdo cloroformica foi removida com sucessivas lavagens com
solucdo de sulfato de cobre 5 % e agua (SILVA et al., 1993; SASSAKI; GORIN; IACOMINI,
2001). Apds remocdo total da piridina, os acetatos de alditois produzidos foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

Para a hidrdlise da biomassa bruta foi utilizado H,SO4 72 % a 100 °C, por 15 h
(TABELA 9, pag.63) sendo os acetatos de alditdis produzidos, analisados por CG-EM.
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3.18.2 Metilagdo das fracdes polissacaridicas

A fracdo polissacaridica insolivel IHW (5 mg) foi metilada pelo método de Ciucanu e
Kerek (1984). Primeiramente o0s polissacarideos foram solubilizados (1 %, p/v) em
dimetilsulfoxido  (Me,SO). Apds solubilizacdo, foi adicionada soda pilada seca (4:1
NaOH:arboidrato). A solucdo foi mantida sob agitacdo e, entdo, foi adicionado iodeto de
metila (CHgsl), na propor¢do CHjsl/Soda pilada/carboidrato (1:200:50). Ap6s 24 h, um novo
ciclo de metilagdo foi iniciado, onde novamente foi adicionado Me,;SO e CHsl para
ressolubilizacdo do material, o qual foi deixado em agitacdo por 24 h. Apos este periodo, foi
adicionada agua para solubilizacdo do material, e as amostras foram neutralizadas com acido
acético concentrado (HOAC), dialisadas exaustivamente contra agua corrente em membrana
de 2 KDa (Standard grade regenerated cellulose dialysis membrane - Spectra/Por®), e
liofilizada.

Para a hidrélise da fracdo metilada, foram testados os tempos de 8, 10 e 12 h,
utilizando 1 mg da fracdo, 1 mL de acido formico 45 % a 100 °C. Apos evaporar 0 acido em
temperatura ambiente, foi colocado 100 pL de agua destilada e NaBH4 em pH alcalino, por 6
h, a temperatura ambiente para a reducdo. Posteriormente a amostra foi neutralizada e
liofilizada. Apoés, os derivados alditdis obtidos foram acetilados com uma mistura de 100 pL
de piridina ¢ 100 puL de anidrido acético por 30 min em estufa a 100 °C. O processo foi
interrompido com a adicdo de agua e os acetatos de alditois extraidos com cloroformio. A
piridina residual presente na fracdo cloroformica foi removida com sucessivas lavagens com
solucdo de sulfato de cobre 5 % e agua. Apds remocao total da piridina, 0s acetatos de alditois

produzidos foram analisados por CG-EM.

3.19 ANALISE DO PERFIL DE AMINOACIDOS DAS FRAGCOES EXTRAIDAS COM
DMSO OBTIDAS DE PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

Uma aliquota (1 mg) das fracbes EPDIK2 e PDIK2 foram hidrolisadas com uma
solucdo de HCI6 M com 1 % de fenol, a 100 °C, por 24 h. Apds evaporacdo do &cido, 0s
hidrolisados foram dissolvidos em uma solugao metandlica (200 pl, 1,5:8,5, v/v) contendo
0,6 M de HCl e 0,1 % de fenol (v/v), e aquecido por 15 min, a 100 °C. Ap0s seco, 0S
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derivados obtidos foram acetilados com anidrido acético (100 pl), metanol (50 pl) e piridina
(50 ul), por 1 h, a 100 °C. Esses derivados foram entdo analisados por CG-EM, sendo as
fragmentacGes de massa obtidas identificadas ap6s comparacdo com padrdes de aminoacidos
(SASSAKI et al., 2008).

3.20 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.20.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Para essas andlises foi utilizado cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de
massa Saturn, modelo 4000, equipado com uma coluna capilar de silica fundida (30 m X 0,25
mm d.i.) modelo DB-225. A temperatura inicial foi de 50 °C, aumentando gradativamente
(fluxo de 40 °C por minuto) até atingir 220 °C, temperatura de andlise dos acetatos de
alditois. A temperatura permaneceu constante durante o tempo de analise (25 min). O gas de
arraste utilizado foi o hélio, com fluxo de 1 mL/min. As &reas dos picos de interesse foram
determinadas por integracdo com o software Varian WS, e os fragmentos de massa foram
obtidos por impacto de elétrons a 70 meV, cujos valores podem ser visualizados no espectro
de massas. A analise foi feita por meio da comparacdo entre os tempos de retencdo e perfis de
fragmentacdo das amostras e dos padrdes (SLONEKER, 1972; SASSAKI et al., 2005).

3.20.2 Anélises cromatograficas de exclusdo estérica de alta pressdo acoplada a deteccdo por

espalhamento de luz laser com multidngulos e indice de refragdo (HPSEC-MALLS-RI)

As fracbes das amostras contendo polissacarideos soliveis (HW, SHW, SK2, SFHW,
SFK2, RSFK2, ESFK2, PFK?2) foram submetidas a andlise por HPSEC-MALLS-RI/UV para
determinar sua homogeneidade (WYATT, 1993). As amostras foram solubilizadas em nitrito
de sodio (NaNO2) 0,1 mol/L contendo azida de sédio (NaN3) 0,2 g/L para uma concentracao
final de 1 mg/mL, sendo filtrada através de membrana de acetato de celulose com tamanho de

poro de 0,22 um. Em seguida, injetada no cromatdgrafo de exclusdo estérica de alta pressdo
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(HPSEC), 100 pL de amostra com fluxo de 0,6 mL/min. O cromatdgrafo € equipado com
detector de indice de refracdo diferencial (RI), modelo WATERS 2410, e com detector de
espalhamento de luz laser com multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY, modelo
DAWN DSP com 18 canais, acoplados em série. Foram utilizadas quatro colunas de gel
permeacdo ultrahidrogel WATERS em série, com limites de exclusdo de 7 x 10°, 4 x 10°, 8 x
10* e 5 x 10° g/mol. Para a interpretacdo dos dados foi utiizado o software ASTRA versdo
4.70.07 (WYATT, 1993).

3.21 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As fracdes de polissacarideos foram solubilizadas em oxido de deutério (D,O) para as
fracGes sollveis ou dimetil sulfoxido-ds (Me,SO-ds) para as fragBes insoliveis em &gua, e as
analises efetuadas em tubos de 5 mm de diametro. As determinacbes de RMN foram
realizadas nos equipamentos Bruker Avance Ill 600 MHz, com probe QXI 5 mm e
espectrometro Bruker, modelo Avance DRX-400, acoplado a um transformador Fourier, com
ressonancia de H e 3C de 400 e 100 MHz, respectivamente, utilizando as temperaturas de 50
e 70 °C. Os deslocamentos quimicos das amostras soliveis em D,O foram expressos em o
(ppm) relativos aos sinais de *C e H da acetona em & 30,20 e 2,22, respectivamente, e aos

sinais do Me;SO-ds em & 39,70 (*3C) e 2,40 (*H), para as amostras soliveis no mesmo.

322 CAPACIDADE BIOSSORTIVA DAS FRAGCOES POLISSACARIDICAS
INSOLUVEIS ISOLADAS DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

Para avaliar a capacidade biossortiva das fraces polissacaridicas insoliveis foram
utilizadas 4 fragbes (PDIK2, SDIK2, IHW E PFK2), utilizando 2 mg de cada fragdo em 1 mL
de solucdo do corante azul RB220 a 100 mg/L e tampdo fosfato a 50 mM, submetidos a
agitacdo de 170 rpm por 90 min. ApoOs esse periodo, a absorbancia do corante em

espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm foi avaliada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discusséo deste trabalho foram divididos em duas partes, facilitando a
compreensdo do leitor. Na parte | estardo descritos os resultados referentes a dindmica do
processo biossortivo pelo micélio de Paecilomyces sp., e na parte Il estardo os resultados e

discussbes referentes a caracterizacdo de carboidratos da parede celular do fungo.

PARTE I

4.1 EFEITO DAS CONDICOES DE CULTIVO NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DO
MICELIO DE Paecilomyces sp.

4.1.1 Fonte de carbono

Buscando avaliar o efeito de diferentes fontes e concentracbes de carbono no
crescimento e na capacidade biossortiva da biomassa micelial de Paecilomyces sp. foram
testadas diferentes fontes de carbono (glucose, frutose, galactose, glicerol, sacarose, maltose,
amido e celulose) em diferentes concentragdes (1, 5, 10 e 15 g/L) (FIGURA 4, TABELA 4).
Estas fontes de carbono e concentragbes sdo geralmente utilizadas para o crescimento de
diferentes espécies de fungos, sendo que cada espécie se comporta diferentemente em relacéo
aos nutrientes disponiveis no meio de cultivo (AGUILAR-USCANGA; FRANCOIS, 2003).

Analisando o crescimento do fungo em cada fonte de carbono separadamente
(FIGURA 4), quanto maior a concentracdo de carbono disponivel no meio de cultivo, maior a
producdo de biomassa. A concentracdo de 15 g/L promoveu o maior crescimento em relacéo
as outras concentracdes (1,5e 10 g/L) (FIGURA 4).

Para todas as fontes, com excec¢do das fontes de carbono galactose e glicerol, onde as
concentracdes de 10 e 15 g/L ndo apresentaram diferenca significativa (TABELA 4). A fonte
de carbono maltose na concentracdo de 15 g¢/L apresentou um aumento no crescimento

micelial de 1,16 vezes em relacdo a concentracdo de 10 g/L.
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FIGURA 4 - EFEITO DAS DIFERENTES FONTES E CONCENTRACOES DE CARBONO NO
CRESCIMENTO E NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA BIOMASSA MICELIAL DE Paecilomyces sp.
NOTA: O corante azul RB220 (100 mg/L) foi utilizado para avaliar a capacidade biossortiva do micélio. Nitrato
de s6dio 70 mM foi utilizado como fonte de N. FONTE: O autor (2014)

No geral, dentre as fontes de carbono testadas, a maior biomassa obtida foi de 35,3
mg, na presenca de sacarose a 15 g/L, seguido de maltose 15 g/L (32,9 mg) e glucose 15 g/L
(30,8 mg). O crescimento micelial obtido na presenca de glucose a 10 g/L, utilizada como
fonte de carbono padrdo no crescimento de fungos, foi de 22,3 mg e a capacidade biossortiva
4,9 mg/g, resultados proximos aos obtidos por Miquelante (2011) para Paecilomyces sp4,
crescido nas mesmas condicdes do ensaio realizado neste trabalho, que obteve 18 mg de
biomassa seca e 5,0 mg de corante removidos por grama de micélio.

Bae et al. (2001), avaliando o efeito das fontes de carbono maltose e sacarose no
crescimento micelial e producdo de exopolimeros para o fungo Paecilomyces japonica,
ressaltaram que estas duas fontes de carbono séo ideais para o crescimento de P. japonica ndo
apresentando diferencas significativas na quantidade de biomassa produzida. Porém, o
micélio cultivado em cada uma das fontes de carbono desenvolveu uma morfologia diferente,
apresentando o micélio crescido em maltose, uma superficie mais compacta em relagdo ao
micélio crescido em sacarose, além de ser formado em agregados.

Xu et al. (2003) em um estudo com Paecilomyces tenuipes avaliaram o crescimento
micelial em seis diferentes fontes de carbono. O maior crescimento foi obtido nos cultivos

com glucose 10 g/L (8,6 g/ de biomassa seca).
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E DA CAPACIDADE

BIOSSORTIVA (mg DE CORANTE ADSORVIDO EM 90 MIN POR g DE MICELIO SECO) E O INDICE
DE BIOSSORTIVIDADE (QUANTIDADE TOTAL DE MICELIO EM g MULTIPLICADO PELA
QUANTIDADE DE CORANTE (mg) ADSORVIDO POR g DE MICELIO) DO MICELIO DE Paecilomyces

sp. CULTIVADO EM DIFERENTES FONTES E CONCENTRAGOES DE CARBONO

Fonte de Carbono e Biomassa micelial Capacidade biossortiva Indice de
concentracdo (g/L) seca (mg) (mg/g) biossortividade
(mg)
Glucose 1 12 +02 %" ND ND
Glucose 5 11,2 £0,7 PFeH 5,8 + 0,1 2CPEFGH 0,07
Glucose 10 223 £34°P 4,9 + 0,5 PEFCHY 0,11
Glucose 15 308 32 ‘B 50 + 0,4 P EFCH! 0,16
Frutose 1 13+04°2N ND ND
Frutose 5 68 +1,1°" 76 04 25¢ 0,05
Frutose 10 86 +1,1°HV 2,8 +0,3 PHKL 0,03
Frutose 15 14,0 +3,2 °FFC 3,9 + 1,7 PHIKL 0,06
Sacarose 1 15+03°2N ND ND
Sacarose 5 147 +2,1 °FF 43 + 0,3 2CHIK 0,06
Sacarose 10 26,5 £24 °° 5,3 + 0,4 2CPEFG 0,14
Sacarose 15 353 £1,1 94 4,8 + 1,0 2PEFCHY 0,17
Maltose 1 2,0 +032-MN ND ND
Maltose 5 82 +13"°HV 6,4 + 0,2 2CPEFG 0,05
Maltose 10 152 +0,8 °F 41 0,2 PHIX 0,06
Maltose 15 32,9 £2,6 448 6,0 + 1,4 2BCPE 0,24
Galactose 1 17 £04 2MN ND ND
Galactose 5 84 03" 51 + 0,3 P CPEFCH! 0,04
Galactose 10 6,6 + 0,9 ¢ 5,7 + 0,7 2 CDEFG 0,04
Galactose 15 6,7 0,6 ' 6,4 + 0,1 2CPEFG 0,04
Glicerol 1 11+03°N ND ND
Glicerol 5 41 + 0,6 P K-MN 89 + 1,0 2”8 0,04
Glicerol 10 157 +1,6 °F 72 +15°28CP 0,11
Glicerol 15 175 +05 °F 103 +2,1 %4 0,18
Celulose 1 24 +0,12-MN ND ND
Celulose 5 71+09°% 22 +04 K- 0,02

Continua pag. 37



37

Conclusdo Tabela 4

Fonte de Carbono e Biomassa micelial Capacidade biossortiva Indice de

concentracdo (g/L) seca (mg) (mg/g) biossortividade
(mg)

Celulose 10 55 + 1,0 "KM 19+01°" 0,01

Celulose 15 57 +1,6 K- 27 £02 2Kt 0,02

Amido 1 16 £0,9 278 ND ND

Amido 5 10,3 05" ¢H! 4,5 £ 0,8 PFOHIK 0,05

Amido 10 10,3 0,5 °C" 5,2 + 0,2 P DEFCH 0,05

Amido 15 14,8 0,2 °FF 6,8 + 0,1 2BCPEF 0,10

NOTA: ND: fungos inoculados nas fontes de carbono com concentragdes de 1g/L cresceram pouco e ndo foi
possivelrecuperar material apds o processamento, ndo sendo possivel o ensaio de atividade descorante. As letras
representam as andlises estatisticas pelo programa JMP-Starter com nivel de significancia de 5%. Letras
minGsculas sdo comparagdes entre as concentracdes de uma mesma fonte de C., e letras mailsculas sédo
comparagGes entre todas as fontes de C. Tratamentos apresentando as mesmas letras ndo diferem
estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)

Para a analise da capacidade biossortiva foram utilizados 1,5 mg de biomassa
processada do fungo Paecilomyces sp., sendo o ensaio de atividade descorante realizado com
o corante Azul RB220 na concentragdo de 100 mg/L.

A capacidade biossortiva do fungo cultivado em meios de cultivo com diferentes
fontes de carbono, em geral, ndo apresentou aumento de biossorcdo em relagdo ao aumento na
concentracdo de carboidrato disponivel no meio, de acordo com as andlises estatisticas pelo
programa JMP-Starter com nivel de significancia de 5 % (TABELA 4). A capacidade
biossortiva foi variavel para cada fonte de carbono e concentracdo, sendo a maior capacidade
biossortiva da biomassa cultivada observada no meio com glicerol 15 g¢/L (10,3 mg/g),
seguido de glicerol 5 g/L (8,9 mg/g) e frutose 5 g/L (7,6 mg/g).

Em um estudo do potencial de descoloracdo do corante reativo preto HFGR pelo
fungo ascomiceto Aspergillus sulphureus, Kumar et al. (2012) obtiveram uma maior
descoloracdo pelo fungo crescido em meio com sacarose (93 %), seguido de glucose (85,3 %)
e frutose (78,7 %).

Uma espécie de Aspergillus ninger isolada de ambiente marinho, mostrou um aumento
no potencial de descoloragdo de efluente téxtil quando cultivado em meio com sacarose, em
relacdo a outras fontes de carbono. Para este fungo, com o aumento da concentracdo de
sacarose presente no meio de 05 g/L para 12,5 ¢g/L foi mensurado um aumento na
descoloragdo do efluente de 93,6 % para 96,2 % (ASSADI et al., 2003).
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Miquelante (2011) obteve para os fungos ascomicetos isolados de ambiente marinho:
Acremonium sp3, um aumento de 91 % na biossorcdo quando crescido em meio com maltose
10 g/L em relacdo ao fungo crescido com glucose 10 g/L, e para o fungo Trichoderma sp3 a
capacidade biossortiva foi maior pela biomassa cultivada com frutose 10 g/ (15 mg/g),
seguido de amido 10 g¢/L (14,9 mg) de corante biossorvido por grama de biomassa. Neste
estudo, o resultado obtido por Miquelante (2011) para ambos os fungos, mostrou que o
aumento crescente da concentracdo da fonte de carbono ndo estava relacionado com o
aumento da capacidade biossortiva.

Como nem sempre a fonte de carbono que determina o melhor crescimento da
biomassa é a mais favoravel a capacidade biossortiva do micélio, foram selecionadas para 0s
testes com fontes e concentracdes de nitrogénio duas fontes de carbono que apresentaram
resultados diferentes no experimento de fonte de carbono: maltose 15 g/L e glicerol 15 g/L. O
meio contendo maltose 15 g/L produziu uma das maiores quantidades de biomassa seca (32,9
mg), porém apenas 6,9 mg/g de corante foi removido no ensaio de atividade descorante. Ja
com o meio contendo glicerol 15 g/L foi obtido uma menor quantidade biomassa seca (17,5
mg), porém com melhor capacidade biossortiva, sendo 10,3 mg de corante removido por
grama de biomassa micelial seca.

Sendo assim, foi necessario estabelecer um indice de biossortividade (TABELA 4,
pag. 36), que se refere a quantidade total de micélio seco em gramas multiplicado pela
quantidade de corante em miligramas adsorvido por grama de micélio, e representa a relacdo
entre o crescimento micelial e sua capacidade biossortiva (MIQUELANTE, 2011). Desta
maneira, foi possivel estabelecer um meio de cultivo favordvel, tanto para o crescimento,
guanto para 0 aumento da capacidade biossortiva do fungo. As fontes de carbono, maltose
15 g/L e glicerol 15 g/L, selecionadas para o experimento de fonte de nitrogénio apresentaram
os melhores indices de biossortividade, sendo 0,24 e 0,18 mg, respectivamente (TABELA 4,
pag. 36).

De acordo com Ene et al. (2012), em um estudo com o fungo ascomiceto Candida
albicans, diferentes fontes de carbono promovem uma remodelacdo da parede celular

afetando processos relacionados com a superficie das células.
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4.1.2 Fonte de nitrogénio

Para cada fonte de carbono selecionada (maltose 15 g¢/L e glicerol 15 g/L), foram
testadas diferentes fontes de nitrogénio (nitrato de sodio, uréia, cloreto de amonio, tartarato de
amonio e oxalato de amonio) em trés concentraces distintas, sendo 20, 60 e 100 mM (que
podem ser utilizadas para o crescimento de diferentes espécies de fungos), buscando analisar
0 efeito da fonte e da concentracdo de nitrogénio no crescimento e na capacidade biossortiva
da biomassa micelial de Paecilomyces sp.

Os cultivos realizados avaliando as diferentes fontes de nitrogénio apresentaram
diferentes comportamentos, tanto para o crescimento micelial, quanto para a capacidade
biossortiva.

Em geral, as concentracdes de 60 e 100 mM de cada fonte de nitrogénio, tanto para 0s
cultivos com fonte de carbono maltose 15 g/L quanto glicerol 15 g/L, ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas no crescimento (FIGURA 5, TABELA 5), com excecao
das culturas realizadas em nitrato de sodio e glicerol, nitrato de sddio e maltose, e as
realizadas em oxalato de amonio e maltose que mantiveram o crescimento independente da
concentracdo de nitrogénio disponivel. As fontes de nitrogénio na concentracdo de 20 mM
mostraram um menor crescimento na maioria dos cultivos, com excecdo dos cultivos com
uréia e glicerol, oxalato de amonio e glicerol e cloreto de aménio e maltose, 0 que permite
supor que altas concentracdes destas fontes possam inibir o crescimento do fungo.

Entre todas as fontes de nutrientes analisadas, o cultivo com oxalato de amonio
100 mM e maltose 15 g/L apresentou a maior quantidade de biomassa sendo 40,1 mg, seguido
por tartarato de amonio 100 mM e maltose 15 g/L com 33,0 mg (TABELA 5).

Em um estudo com Paecilomyces tenuipes, Xu et al. (2003), avaliaram o crescimento
do fungo em sete fontes de nitrogénio diferentes, sendo o maior crescimento do micélio
observado nos cultivos com peptona (13,2 g/L) e triptona (13,9 g/L).

Para a analise da capacidade biossortiva foram utilizados 1,5 mg de biomassa
processada do fungo Paecilomyces sp., sendo o ensaio de atividade descorante realizado com
o corante Azul RB 220 na concentracdo de 100 mg/L.
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FIGURA 5 - EFEITO DAS DIFERENTES FONTES E CONCENTRACOES DE NITROGENIO NO
CRESCIMENTO E NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA BIOMASSA MICELIAL DE Paecilomyces sp.
NOTA: O corante azul RB220 (100 mg/L) foi utilizado para avaliar a capacidade biossortiva do micélio. A letra
G representa os cultivos coma fonte de carbono glicerol 15 g/L e M corresponde a maltose 15 g/L.

Em relagdo a capacidade biossortiva, as biomassas cultivadas com nitrato de sodio e
cloreto de amonio ndo apresentaram diferenca significativa nas diferentes concentracdes, ja as
biomassas provenientes dos meios contendo uréia 20 mM com maltose 15 g/L e tartarato de
amoénio 20 mM com maltose 15 ¢/L, apresentaram uma melhor capacidade biossortiva, com o
aumento da concentracdo de nitrogénio disponivel para 60 e 100 mM (FIGURA 5).

A capacidade biossortiva do micélio foi maior, quando a fonte de nitrogénio tartarato
de ambnio 100 mM foi combinada com maltose 15 g/L (16,7 mg/g), seguido pelo micélio
proveniente do meio de cultivo com tartarato de aménio 100 mM e glicerol 15 g/L
(14,3 mg/g) e tartarato de amonio 60 mM e malose 15 g¢/L, com 14,0 mg de corante
adsorvido por grama de micélio (TABELA 5).

Em um trabalho com o fungo ascomiceto Aspergillus fumigatus XC6 Jin et al. (2007)
observaram que a adicdo das fontes de nitrogénio cloreto de amdnio e sulfato de aménio no
meio de cultivo aumentaram a biossorcdo de corantes reativos presentes em um efluente
téxtil, sugerindo que o amonio € uma fonte de nitrogénio que favorece a descoloracdo de

corantes téxteis comparado com outras fontes como peptona e nitrato de potassio.
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TABELA 5 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO CRESCIMENTO (mg), E DA CAPACIDADE
BIOSSORTIVA (mg/g) E  INDICE DE BIOSSORTIVIDADE (mg) DO MICELIO DE Paecilomyces sp.
CULTIVADO EM DIFERENTES FONTES E CONCENTRACOES DE NITROGENIO

Fonte de Nitrogénio (mM) com Biomassa micelial Capacidade indice de

Glicerol 15¢g/L (G) e Maltose 15g/L seca (mg) biossortiva (mg/g) biossortividade
(M) e concentracdo (mM) (mg)
Nitrato de sédio 20 (G) 99 + 232Kt 8,3 + 1,5 ACDEFCHI 0,08
Nitrato de sédio 60 (G) 12,4 +152HKL 8,6 + 2,6 2CPEFGH 0,10
Nitrato de sédio 100 (G) 12,4 +33 aHUKL 9,1 + 1,5 2CPEF 0,11
Uréia 20 (G) 13,6 +1,5 2HWKL 115 +05 B¢ 0,16
Uréia 60 (G) 16 +1,0°M ND ND
Uréia 100 (G) 09 +04°M ND ND
Cloreto de amdnio 20 (G) 10,9 +35 PFeH! 7,8 + 0,8 2PEFCHI 0,08
Cloreto de amdnio 60 (G) 17,6 +2,0 2FeH! 8,7 +0,8 2CPEFC 0,16
Cloreto de amdnio 100 (G) 17,1 +3,2 2FCHY 8,0 + 1,2 ACDEFGHI 0,14
Tartarato de amdnio 20 (G) 18,4 +5,3 PFeH! 50 + 0,4 ¢ 0,09
Tartarato de amonio 60 (G) 22,4 + 2,4 % DEFG 11,4 +0,7 °BC 0,26
Tartarato de amonio 100 (G) 27, 1+ 2,8 *BCPE 143 +1,7 2AB 0,39
Osalato de amdnio 20 (G) 24,0 + 4,6 2CPEFG 7.4 + 1,1 DEFGHIX 0,18
Oxalato de amdnio 60 (G) 10 +0,3°M ND ND
Oxalato de amdnio 100 (G) 74 +69 KM ND ND
Nitrato de sédio 20 (M) 22,2 +1,7 2PEFG 54 + 0,6 2CHIK 0,12
Nitrato de sédio 60 (M) 22,2 +1,1 @ PEFG 52 + 0,8 2HHK 0,12
Nitrato de sédio 100 (M) 22,3 +1,5 2 DEFG 44 +11°%% 0,10
Uréia 20 (M) 19,7 +0,4 PEFCH 7,1 + 0,8 PEFCHIK 0,14
Uréia 60 (M) 243 +1,1 2CPEF 9,5 + 0,2 “PE 0,23
Uréia 100 (M) 25,3 +1,2 2BCPEF 11,1 +£1,2 2BP 0,28
Cloreto de amdnio 20 (M) 18,2 +0,8 2FCH! 8,1 + (0,1* CPEFCH! 0,15
Cloreto de amdnio 60 (M) 16,5 + 0,3 P CHIK 8,6 + 1,9 2CDEFGH 0,14
Cloreto de amdnio 100 (M) 16,4 +0,2 PCHIK 84 + 1,0 2CDEFGHI 0,14
Tartarato de amonio 20 (M) 285 +1,1% BCP 8,1 + 1,0 P CPEFCHI 0,23

Continua péag. 42
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Conclusédo Tabela 5

Fonte de Nitrogénio (mM) com Biomassa micelial Capacidade indice de
Glicerol 15¢g/L (G) e Maltose 15g/L seca (mg) biossortiva (mg/g) biossortividade
(M) e concentragdo (mM) (mg)

Tartarato de amonio 60 (M) 30,3 +57* B¢ 14,0 £13 24P 0,42

Tartarato de amonio 100 (M) 330 +53 248 16,7 £31 %4 0,55

Oxalato de amdnio 20 (M) 6,6 +23°M 39+03°% 0,03

Oxalato de amonio 60 (M) 21,5 +3,0 P PEFG 03+03°" 0,01

Oxalato de amdnio 100 (M) 40,1 +37 24 58 + 1,1 AFCHIK 0,23

Padréo 9906 ™" 44 +03 %" 0,04

NOTA: G: fonte de carbono glicerol 15g/L. M: fonte de carbono maltose 15g/L. PADRAO: fonte de carbono
glucose 10g/L e fonte de nitrogénio nitrato de so6dio 70 mM. ND: ndo determinado. Andlise estatistica: as letras
minGsculas sdo comparacles entre as concentracdes de uma mesma fonte de N., e letras mailsculas sédo
comparagGes entre todas as fontes de N. Tratamentos apresentando as mesmas letras ndo diferem
estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)

Analisando os resultados de crescimento e capacidade biossortiva, podemos observar
que as fontes de nutrientes (carbono e nitrogénio) disponiveis no cultivo onde se obtém o
maior crescimento de biomassa ndo produzem necessariamente um micélio que apresente o
melhor resultado em relacdo & capacidade biossortiva. Portanto foi utilizado novamente o
indice de biossortividade para definir as fontes de nutrientes em que fosse possivel obter um
bom resultado entre a razdo -crescimento/capacidade biossortiva. Sendo assim, o meio
contendo tartarato de amonio 100 mM e maltose 15 g¢/L apresentou o maior indice de
biossortividade (0,55 mg), dentre as fontes e concentracdes de nitrogénio e carbono testadas
(TABELA 5), sendo definido como o meio de cultivo padrdo para os proximos experimentos.

Os resultados obtidos com a variagdo de nutrientes (fontes de carbono e nitrogénio) no
meio de cultura estdo de acordo com estudos que demostram que a estrutura da parede celular
microbiana depende da composicdo do substrato (AGUILAR-USCANGA; FRANCOIS,
2003).
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4.1.3 Suplementacdo dos cultivos de Paecilomyces sp.

Dados na literatura mostram que o célcio exdgeno e N-acetil-glucosamina induzem a
sintese de quitina levando ao aumento da parede celular fingica (MUNRO et al., 2007;
BULIK et al., 2003).

Assim, com 0 objetivo de analisar o efeito do célcio e do NAG no crescimento e na
capacidade biossortiva da biomassa micelial de Paecilomyces sp., foram selecionados meios
de cultura contendo diferentes fontes e concentracbes de carbono e nitrogénio, as quais
apresentaram alto, médio e baixo crescimento, e alta, média e baixa, capacidade biossortiva da
biomassa micelial. Para o ensaio de atividade descorante de cada experimento, foram

utilizados 1,5 mg de micélio processado e solucdo do corante azul RB220 na concentracdo de

100 mg/L.

4.1.3.1 Suplementagdo dos cultivos com calcio

Avaliando o efeito da suplementacdo dos cultivos com calcio, em geral, as amostras
suplementadas apresentaram um crescimento significativo em relacdo aos controles ndo
suplementados, sendo 0 aumento na quantidade de biomassa micelial 1,16 vezes maior do que
0 controle no caso do cultivo Al com maltose 15 g/L e tartarato de amoénio 100 mM
(42,9 mg), seguido do cultivo D1 com glicerol 15 g¢/L e tartarato de aménio 100 mM
(39,6 mg) que apresentou um aumento de 0,8 vezes no crescimento em relacdo ao controle
(D2) (FIGURA 6, TABELA 6).

A sintese de quitina e de glucanas desempenham papéis fundamentais na manutencéo
da integridade da célula fingica durante o crescimento e morfogénese e na adaptacdo destas
ao stress do meio (GOODAY, 1995; LAGORCE et al, 2002). Perturbacdes na sintese da
parede celular por mutacfes em genes relacionados com a sintese ou por adicdo de compostos
que interferem no desenvolvimento e na morfologia normal de parede celular desencadeiam
uma resposta compensatdria para garantir a integridade da parede. Esta resposta inclui um
aumento nos niveis de quitina e também promove um aumento da transcricdo do gfaA, gene
que codifica a glutamina : frutose-6-fosfato amidotransferase, enzima responsavel pelo

primeiro passo limitante da velocidade da sintese da quitina (RAM et al., 2004).
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FIGURA 6 - EFEITO DA SUPLEMENTACAO DOS CULTIVOS COM CALCIO 0,2 M NO CRESCIMENTO
E NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA BIOMASSA MICELIAL DE Paecilomyces sp.

NOTA: O corante azul RB220 (100 mg/L) foi utilizado para avaliar a capacidade biossortiva do micélio.
Amostras 1 foram suplementadas com célcio e amostras 2 sdo os respectivos controles. Cada letra refere-se a um
cultivo com diferentes fontes de carbono e nitrogénio sendo: A (maltose 15g/L com tartarto de amdnio 100 mM)
B (maltose 15g/L com tartarto de amdnio 20 mM) C (maltose 15 g/L com nitrato de s6dio 100 mM) D (glicerol
15 g/L com tartarato de amdnio 100 mM) E (glicerol 15 g/L com cloreto de amdnio 100 mM) F (glicerol 15 g/L
com tartarato de aménio 20 mM) G (sacarose 5 g/L com nitrato de sédio 70 mM) H (frutose 15 g/L com nitrato
de sddio 70 mM) Padrdo (glucose 10 g/L com nitrato de s6dio 70 mM). FONTE: O autor (2014)

De acordo com Munro et al. (2007) em seu estudo com o fungo ascomiceto Candida
albicans, o caélcio exdgeno promove um stress induzindo a expressdo do gene responsavel
pela sintese de quitina, levando ao aumento da parede celular flngica.

Em relacdo a capacidade biossortiva do micelio, a maioria dos cultivos suplementados
com calcio apresentou uma reducdo desta, quando comparados aos respectivos controles. A
biomassa proveniente do cultivo A2 com maltose 15 g/L e tartarato de amdnio 100 mM sem
suplementacéo, apresentou a maior capacidade biossortiva (19,5 mg/g), sendo 0,8 vezes maior
em relacdo ao cultivo suplementado com célcio (Al), ja o cultivo D2 com glicerol 15 g/L e
tartarato de amonio 100 mM (sem suplementacdo) mostrou uma capacidade biossortiva menor
(13,3 mg/g), porém sendo 1,5 vezes maior do que o cultivo suplementado (D1) que
biossorveu 5,3 mg de corante por grama de micélio (TABELA 6).

Os cultivos G1 (sacarose 5 g/L e nitrato de sodio 70 mM) com 3,1 mg/g e F1 (glicerol
15 g/L e tartarato de aménio 20 mM) com 2,9 mg/g, apresentaram uma capacidade biossortiva

significativamente menor comparado aos outros cultivos (TABELA 6).
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TABELA 6: MEDIA E DESVIO PADRAO DO CRESCIMENTO (mg), E DA CAPACIDADE BIOSSORTIVA
(mg/g) E INDICE DE BIOSSORTIVIDADE (mg) DO MICELIO DE Paecilomyces sp. DE CULTIVOS
SUPLEMENTADOS COM CALCIO E RESPECTIVOS CONTROLES

Biomassa micelial Capacidade
Abrev. Condig¢des de cultivo seca (mg) biossortiva
(mg/g)
Al Maltose 15g/L com Tartarato deamdnio 100 429+15°% 10,7 £2,0 ©
mM (S)
A2 Maltose 15g/L com Tartarato de amonio 100 19,8 +0,7 * 195+26°
mM controle
Bl  Maltose 15g/L com Tartarato de amnio 20 267 £1,7° 79+01°
mM (S)
B2  Maltose 15g/L com Tartarato de amdnio 20 254 +08° 89 +09 %
mM controle
Cl  Maltose15 g/L com Nitrato de s6dio 100 mM 246 +07 °° 49 +05 9"
)
C2  Maltose 15 g/L com Nitrato de s6dio 100 mM 18,7 +2,0 * 51+089%"
controle
D1  Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 100 39,6 +33° 53+0,7 "
mM (S)
D2  Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 100 21,4 +0,9 °* 133 +0,3°
mM controle
El Glicerol 15 g/L com Cloreto de amdnio 100 24,6 +08 "¢ 12,5 +04 °°
mM (S)
E2 Glicerol 15 g/L com Cloreto de amdnio 100 20,2 +35 104 +0,7 ©
mM controle
F1  Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 20 14,9 0,9 % 29+03"
mM (S)
F2  Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 20 16,6 +1,3 87 +09 %
mM controle
Gl  Sacarose 5 g/L com Nitrato de s6dio 70 Mm 76+09" 31+07"
(S)
G2 Sacarose 5 g/L com Nitrato de sddio 70 mM 63+10°9 52 +04 9"
controle
H1  Frutose 15 g/L com Nitrato de sédio 70 mM 225 +1,0 °™ 52 +02 9
©®)
H2  Frutose 15 g/L com Nitrato de sédio 70 mM 19,3 +35 "™ 57+06"9
controle
Padrio  Glucose 10 g/L com Nitrato de s6dio 70 mM 10,3+ 35 °® 39+119%

controle

NOTA: ABREV: abreviatura. (S): cultivos suplementados com calcio. A andlise estatistica foi feita
separadamente para o crescimento e atividade descorante. Tratamentos apresentando as mesmas letras néo
diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)

4.1.3.2 Suplementacdo dos cultivos de Paecilomyces sp. com N-acetil-D-glucosamina (NAG)

Avaliando os cultivos suplementados com N-Acetil-D-glucosamina, de maneira geral,
as amostras suplementadas (1) apresentaram crescimento até 0,4 vezes maior em relacdo as

ndo suplementadas (2) (FIGURA 7). O cultivo com maior crescimento foi B1 com maltose
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15 g/L e tartarato de ambnio 20 mM, suplementado com NAG, com 32,1 mg de biomassa
seca, seguido do cultivo F1 com glicerol 15 g/LL com tartarato de ambnio 100 mM,
suplementado com NAG (28,9 mg). Os cultivos com glucose 10 g/L e nitrato de sédio 70 mM
sem suplementacdo (padrdo) e G2 com sacarose 5 g/L e nitrato de s6dio 70 mM sem
suplementacdo  apresentaram a menor quantidade de biomassa micelial sendo 7,8 mg e
7,25 mg respectivamente (TABELA 7).

O aumento na quantidade de biomassa pela suplementacdo do meio de cultivo ja foi
relatado por Bulik et al, 2003, em um estudo com o fungo ascomiceto Saccharomyces
cerevisiae, onde os niveis de quitina da parede celular aumentaram de trés a quatro vezes com

a adicdo de glucosamina no meio de cultivo.
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FIGURA 7 - EFEITO DA SUPLEMENTACAO DOS CULTIVOS COM NAG 23 Mm, NO CRESCIMENTO E
NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA BIOMASSA MICELIAL DE Paecilomyces sp.

NOTA: O corante azul RB220 (100 mg/L) foi utilizado para avaliar a capacidade biossortiva do micélio.
Amostras 1 foram suplementadas com NAG e amostras 2 sdo os respectivos controles. Cada letra refere-se aum
cultivo com diferentes fontes de carbono e nitrogénio sendo: A (maltose 15g/L com tartarto de amdnio 100 mM)
B (maltose 15g/L com tartarto de am6nio 20 mM) C (maltose 15 g/L com nitrato de sédio 100 mM) D (glicerol
15 g/L com tartarato de amdnio 100 mM) E (glicerol 15 g/L com cloreto de amdnio 100 mM) F (glicerol 15 g/L
com tartarato de amdnio 20 mM) G (sacarose 5 g/L com nitrato de sédio 70 mM) H (frutose 15 g/L com nitrato
de sddio 70 mM) Padrdo (glucose 10 g/L com nitrato de sédio 70 mM). FONTE: O autor (2014)

Avaliando a capacidade biossortiva, de maneira geral, os micélios provenientes de
cultivos suplementados com NAG apresentaram capacidade de biossorver o corante azul
RB220 aproximadamente 0,3 vezes maior em relacdo aos controles. A biomassa cultivada em

meio Al com maltose 15 ¢/L e tartarato de ambnio 100 mM, suplementado com NAG
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apresentou a maior capacidade biossortiva (27,8 mg/g), seguida de D1 com glicerol 15 g/L e
tartarato de amonio 100 mM, suplementado com NAG, biossorvendo 25,7 mg de corante por
grama de micélio (FIGURA 7, pag. 46).

Os cultivos com menor capacidade biossortiva foram H2 com frutose 15 g/L e nitrato
de ambnio 70 mM sem suplementacdo (6,7 mg/g) e o padrdo com glucose 10 g/L e nitrato de
sodio 70 mM sem suplementacdo (5,3 mg/g) (TABELA 7).

TABELA 7 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO CRESCIMENTO (mg), E DA CAPACIDADE
BIOSSORTIVA (mg/g) E O INDICE DE BIOSSORTIVIDADE (mg) DO MICELIO DE Paecilomyces sp. DE

CULTIVOS SUPLEMENTADOS COM NAG E RESPECTIVOS CONTROLES

Biomassa Capacidade
Abrev. Condicdes de cultivo micelial seca biossortiva
(mg) (mg/g)
Al Maltose 15g/L com Tartarato de aménio 100 mM (S) 225 +07 % 278+09°%
A2  Maltose 15g/L com Tartarato de aménio 100 mM 20,1 +0,9 ® 251 £03°
controle

Bl Maltose 15g/L com Tartarato de amdnio 20 mM (S) 321+04°% 14,1+ 04 °

B2 Maltose 15g/L com Tartarato de amdnio 20 mM controle 25,6 +0,2 ¢ 106 +0,3 ™
C1 Maltose 15 g/L com Nitrato de s6dio 100 mM (S) 259 +10° 95+ 04’
c2 Maltose 15 g/L com Nitrato de sédio 100 mM controle 185 +05 ¢ 78+02"
D1  Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 100 mM (S) 245 +23 257+03°"
D2 Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 100 mM 225 +05 21,0 +04°

controle

E1 Glicerol 15 g/L com Cloreto de amdnio 100 mM (S) 21,6 +0,6 130 +03 "
E2 Glicerol 15 g/L com Cloreto de ambénio 100 mM controle 261 +10° 155 +03°

F1  Glicerol 15 g/L com Tartarato de aménio 20 mM (S) 289+09° 122 +03 "

F2 Glicerol 15 g/L com Tartarato de amdnio 20 mM controle 21,5 +03 ¢ 114 +0,19"
Gl Sacarose 5 g/L com Nitrato de s6dio 70 mM (S) 11,7 +06" 99+04"
G2 Sacarose 5 g/L com Nitrato de sédio 70 mM controle 72+07" 75+04
H1  Frutose 15 g/L com Nitrato de sédio 70 mM (S) 228 +12 % 84 +03F
H2 Frutose 15 g/L com Nitrato de s6dio 70 mM controle 18,1 +0,6 9 67+02'
Padrdo  Glucose 10 g/L com Nitrato de s6dio 70 mM controle 78+04" 53+02"

NOTA: ABREV: abreviaturas. (S): cultivos suplementados com NAG. A andlise estatistica foi feita
separadamente para o crescimento e atividade descorante. Tratamentos apresentando as mesmas letras néo
diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)

Levando em consideragdo que as fontes de nutrientes e a suplementacdo dos cultivos
sdo capazes de alterar o crescimento celular e a morfologia da parede celular (AGUILAR-
USCANGA; FRANCOIS, 2003; KUMAR et al., 2012), podemos sugerir que alguns meios de
cultivo suplementados com NAG podem promover uma maior exposicdo de componentes da
membrana como proteinas e polissacarideos favorecendo a interacdo entre estes e a estrutura

do corante aumentando a capacidade biossortiva do fungo como mostram os resultados
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obtidos neste trabalho, porém ndo sdo encontrados na literatura trabalhos que mostrem o

efeito de suplementacdes com NAG ou célcio na capacidade biossortiva por fungos.

4.2 EFEITO DO TEMPO DE CULTIVO E DA CONCENTRACAO DE INOCULO NO
CRESCIMENTO E NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DO MICELIO DE Paecilomyces

sp.

Buscando avaliar o efeito do tempo de cultivo e da concentragdo de indculo no
crescimento micelial e na capacidade biossortiva do micélio foi realizado um ensaio coletando
o micelio apds 5, 10 e 15 dias de crescimento. A capacidade biossortiva foi avaliada frente ao
corante padrdo azul RB220 (TABELA 8).

TABELA 8 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO CRESCIMENTO (mg), E DA CAPACIDADE
BIOSSORTIVA (mg/g) E O INDICE DE BIOSSORTIVIDADE (mg) DO MICELIO DE Paecilomyces sp.
CULTIVADO EM DIFERENTES TEMPOS E CONCENTRACOES DE INOCULOS

Amostra Biomassa micelial Capacidade biossortiva corante Indice de biossortividade
seca (mg) RB220 (mg/g) corante
RB220 (mg)
A5 7,70 +10° 21,79 £ 0,1 ° 0,17
B5 1,70 +08 ° ND ND
A10 27,67+29° 24,99 04 ° 0,69
B10 2450 +0,8 ® 27,83 +0.2° 0,68
A15 2097 £ 04 °° 24,99 06 ° 0,52
B15 1788 +1,7°¢ 22,80 £0,2° 0,41

NOTA: ND: ndo determinado. A: amostras inoculadas com a concentragio de 3x10° esporos por mL e B:
amostras inoculadas com a concentracéo de 3x10* esporos por mL. 0s nimeros 5, 10 e 15 referem-se & idade do
cultivo (dias de crescimento). A analise estatistica foi feita separadamente para o crescimento e atividade
descorante. Tratamentos apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)

Os micélios coletados em 5 dias ap6s inoculagdo (A5 e B5) apresentaram baixo
crescimento, no caso do cultivo inoculado com 3 x 10* esporos por mL (B5) ndo obteve-se
micélio suficiente para o teste de atividade descorante. Ja os cultivos apos 10 e 15 dias de

crescimento (A10 e B10) inoculados com 3 x 10° e 3 x 10%, respectivamente ndo apresentaram



49

diferenca significativa e produziram os maiores valores de biomassa sendo 27,6 mg para Al0
e 24,5 mg para B10 (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE INOCULO E TEMPO DE CULTIVO NO CRESCIMENTO
E NA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA BIOMASSA MICELIAL DE Paecilomyces sp.

NOTA: O corante azul RB220 (100 mg/L) foi utilizado para avaliar a capacidade biossortiva do micélio.

A: amostras inoculadas com a concentragdo de 3 x10° esporos por mL e B: amostras inoculadas com a
concentracdo de 3 x10* esporos por mL. os nGmeros 5 10 e 15 referem-se & idade do cultivo (dias de
crescimento).

FONTE: O autor (2014)

Em relacdo a capacidade biossortiva do micélio, o cultivo com 10 dias, inoculado com
a concentracdo de 3 x 10* esporos por mL apresentou a maior quantidade de mg de corante
removido por grama de micélio, sendo 27,8 mg/g. O cultivo com 5 dias inoculado com
3 x 10° esporos por mL, apresentou a capacidade biossortiva mais baixa (21,7 mglg)
(FIGURA 8, TABELA 8). Avaliando-se a relacdo entre o crescimento micelial e a sua
capacidade biossortiva (indice de biossortividade), as biomassas cultivadas durante 10 dias
tiveram os melhores resultados em relacdo as demais, sendo 0,69 mg para amostra Al0 e
0,68 mg para a amostra B10 (TABELA 8).

Visto que as diferencas de crescimento ndo foram significativas de acordo com 0s
dados estaisticos, o periodo de crescimento por 10 dias foi estabelecido para cultivar a
biomassa para as analises de carboidratos da parede celular de Paecilomyces sp., buscando-se
otimizar o tempo de cultivo. A concentracdo de indculo foi estabelecida em torno de 10°

esporos por mL.
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4.3 EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE
A DIFERENTES CORANTES TEXTEIS

A capacidade biossortiva do micélio processado de Paecilomyces sp. foi avaliada
frente a diferentes corantes e demonstrado na FIGURA 9.

De acordo com os resultados obtidos avaliando-se a eficiéncia de descoloragcdo pelo
micélio processado de Paecilomyces sp. para os diferentes corantes, 0s corantes acidos preto
CR150 e marinho CRD150 apresentaram maior porcentagem de descoloracdo em relacdo aos
demais corantes, 79 % e 63 %, respectivamente (FIGURA 9).

Os corantes acidos correspondem a um grupo de corantes aniénicos portadores de um
a trés grupos sulfénicos ionizaveis que tornam o corante sollvel em agua. No processo de
tintura, estes corantes previamente neutralizados, se ligam a fibra através de uma troca ibnica
envolvendo o par de elétrons livres dos grupos amino e carboxilato das fibras protéicas, na
forma ndo-protonada. Estes corantes caracterizam-se por substancias com estrutura quimica
baseada em compostos azo, antraquinona, triarilmetano, azina, xanteno, Kketonimina, nitro e
nitroso, que fornecem uma ampla faixa de coloracdo e grau de fixacdo (GUARATINI,
ZANONI, 2000).
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RNL150

Corantes [100 mg/L]
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FIGURA 9 - EFICIENCIA DE DESCOLORAGCAO DO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE A
DIFERENTES CORANTES TEXTEIS

NOTA: O experimento foi conduzido com tempo de contato de 90 minutos sendo utilizado 2 mg de micélio
processado e corantes na concentragdo de 100 mg/L, pH 7,0. Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com
nivel de significancia de 5%. Tratamentos apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)
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Os demais corantes testados sdo classificados como corantes reativos em relacdo a
forma de ligacdo entre a molécula de corante e a fibra téxtil. Estes corantes contem um grupo
eletrofilico (reativo) capaz de formar ligacdo covalente com grupos hidroxila das fibras
celulésicas, com grupos amino, hidroxila e tidis das fibras protéicas e também com grupos
amino das poliamidas. Os principais corantes reativos contém a funcdo azo e antraquinona
como grupos cromoforos e o0s grupos clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila como grupos
reativos. Neste tipo de corante, a reacdo quimica se processa diretamente através da
substituicdo do grupo nucleofilico pelo grupo hidroxila da celulose (GUARATINI; ZANONI,
2000; HUGER, 2003).

Dentre 0s corantes reativos deste experimento, os corantes vermelho HE3B e HE7B
apresentaram remocao de 50 % e 45 %, respectivamente, pela biomassa de Paecilomyces sp.

O corante azul RB220 utilizado como corante padrdo neste trabalho, teve uma
biossorcdo de 29 % pela biomassa de Paecilomyces sp. (TABELA 9). Pode-se sugerir que as
diferencas na eficiéncia de descoloragdo entre os corantes reativos devem-se as diferentes

estruturas quimicas (antraquinona, azo, entre outras) que compde cada corante.

TABELA 9 - MEDIA E DESVIO PADRAO DA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO MICELIO DE
Paecilomyces sp. FRENTE A DIFERENTES CORANTES TEXTEIS

Corantes Eficiéncia de
descoloragdo (%)
Preto CR150 7874 + 15 2
Marinho C-RD150 62,95 +1,7°
Vermelho HE3B 4958 + 0,6 °
Vermelho HE7B 4455 +1,1“
Amarelo HE4R 39,94 +0,7 %
Amarelo HE6G 36,70 +2,7°¢
Azul HEGX145 3545 +34°
Azul RB220 29,18 +03 "
Vermelho RB 20,71 1,7 ¢
Vermelho BF3SR 1545 +1,0°¢
Amarelo ouro RNL150 381 +04"

NOTA: Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com nivel de significancia de 5 %. Tratamentos
apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente.
FONTE: O autor (2014)

Os corantes preto CR150, vermelho HE3B, amarelo HE4R e azul RB220, os quais
apresentaram alta e média eficiéncia de descoloracdo foram selecionados para os testes com
diferentes doses de biossorvente, tratamento quimico, tempo de contato, concentracdo de sal,

diferentes temperaturas e dessorcao, apresentados na sequéncia deste trabalho.
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4.4 EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE
A DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOSSORVENTE

A concentracdo de biossorvente € um fator que influencia na cinética de adsorcao,
podendo aumentar ou diminuir a eficiéncia de remo¢do do corante dependendo da quantidade
de biomassa utilizada (FAN et al., 2012).

Buscando-se avaliar a eficiéncia de descoloracdo do micélio de Paecilomyces sp.,
foram avaliadas diferentes concentracGes de biossorvente: 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10 g/L, para quatro
corantes diferentes: preto CR150, vermelho HE3B, amarelo HE4R e azul RB220, na
concentracdo de 100 mg/L (FIGURA 10).

O efeito da concentragdo de biossorvente na eficiéncia de descoloracdo de corantes
téxteis foi avaliado em temperatura ambiente (= 25 °C), sendo utilizada a dose minima de
biossorvente de 1 g/L e a maxima de 10 g/L.

De maneira geral, para todos os corantes, a eficiéncia de descoloracdo aumentou em
até 2,8 vezes com o aumento da concentracdo de biossorvente de 1 g/L para 10 g/L, 0 que
pode ser atribuido a um aumento no nimero de sitios de ligacGes ao corante, disponiveis na
medida em que se aumenta a quantidade de biomassa. Este resultado estd de acordo com 0s
dados encontrados por Akar; Arslan e Akar (2013) na andlise do efeito da concentracdo de
biossorvente do fungo Thamnidium elegans (0,2 a 1,6 g/L), na descoloracdo do corante
reativo vermelho (RR198), na qual o aumento da concentracdo de biossorvente também
melhorou a remocdo do corante. J& Fan et al. (2012), em estudo com o fungo Cladosporium
sp., mostraram que a menor concentragdo de biossorvente (0,1 g/L) apresentou uma maior
capacidade de adsorcdo do corante azure blue (basico) em relacdo a concentracdo de 0,5 g/L.

Segundo Sadhasivam et al. (2009) a disponibilidade da &area de superficie sobre o
adsorvente (micélio) pode ser a razdo para 0 aumento da porcentagem de remocdo de corante.
Estes autores avaliaram diferentes concentragdes (0,5-3,0 g/50 mL) de biomassa do fungo
Trichoderma harzianum na biossorcdo do corante sintético rhodamine 6G, e observaram gue a
partir da dose de 1 g/50 mL a adsorcdo do corante ndo apresentava aumento significativo, o
que pode ser devido a sobreposicdo ou agregacdo de corante nos sitios de adsorcao, resultando

na diminuicdo de area superficial disponivel para o biossorvente.
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FIGURA 10 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE BIOSSORVENTE NA EFICIENCIA DE
DESCOLORACAO DOS CORANTES AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO
HE3B PELA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: O experimento foi conduzido com tempo de contato de 90 minutos, sendo utilizado diferentes
concentragdes de micélio processado (1-10 g/L) e corantes na concentra¢do de 100 mg/L, pH 7,0.

FONTE: O autor (2014)

No presente trabalho, para o corante Azul RB220 a eficiéncia de descoloracéo
aumentou em até 2, 8 vezes com 0 uso da concentracdo de biossorvente de 10 g/L, seguido do
corante Amarelo HE4R onde a concentracdo de biossorvente de 10 g/L removeu 2,5 vezes
mais corante do que a concentracdo de 1 g¢/L. Para o corante vermelho HE3B a concentracdo
de 10 ¢g/L removeu 2,3 vezes mais corante comparado a menor concentracdo (1 g/L), e a
biomassa na solucdo do corante preto CR150 apresentou a menor diferenca de eficiéncia de
descoloragdo entre as concentragcdes de biossorvente aumentando em 0,5 vezes a remocdo do
corante com 10 g/L (TABELA 10).

TABELA 10 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA NA
EFICIENCIA DE DESCOLORAGCAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE AOS CORANTES
TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B

Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de
Concentragdo de descoloracdo (%)  descoloracdo (%) descoloracdo (%) descoloragdo (%)
biossorvente (g/L) Azul RB220 Preto CR150 Amarelo HEAR Vermelho HE3B

1 19,89 +05 f 5873 +05 ' 24,07 +1,1°9 2743 +0,6 ¢

2 2848 +0,3° 72,88 + 06 ¢ 39,06 £ 04 f 47,72 +05°

3 4052 + 0,3 ¢ 7474 +04 ° 50,91 + 0,7 ¢ 57,15 + 0,1 ¢

4 41,92 +1,0° 81,75 + 0,6 67,96 + 0,9 ¢ 7272 +05 ¢

5 55,02 + 0,6 ° 83,27 +02 ¢ 70,08 + 0,4 © 7848 + 06 °

7 6327 +07° 86,64 +04° 80,76 + 04" 8552 +0,1°

10 7352 +0,1 2 88,96 +0,8? 84,35 + 0,32 89,37 +0,1°

NOTA: Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com nivel de significincia de 5 %. Tratamentos
apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2014)
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Mesmo com a maior concentracdo de biossorvente testada (10 g/L), ainda ndo foi
possivel atingir o nivel de saturacdo da biomassa micelial de Paecilomyces sp. com nenhum
dos corantes testados. NoO entanto, para 0s experimentos seguintes, a concentracdo de
biossorvente de 3 g/L foi estabelecida como sendo uma concentragdo com eficiéncia de
descoloracdo intermedidria que possibilitasse a visualizacdo das respostas frente as alteracBes

ocasionadas pelos tratamentos quimicos.

45 EFEITO DE TRATAMENTOS QUIMICOS NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO
PELO MICELIO DE Paecilomyces sp.

Estudos tem mostrado que alguns tratamentos quimicos aplicados na biomassa fungica
ap6s o cultivo, podem causar alteracBes na parede celular removendo proteinas, ou causando
rupturas na parede, 0 que pode alterar a capacidade biossortiva do micélio (FU;
VIRARAGHAVAN, 2002; AMBROSIO et al., 2012).

No presente trabalho foram analisadas a influéncia de quatro tratamentos quimicos
(NaOH, NaCl, HCI e H,SO4, na concentragdo de 0,1 M) sobre a biomassa de Paecilomyces
sp., avaliando seu potencial de biossorcdo sobre os corantes: azul RB220, preto CR150,
amarelo HE4R, e vermelho HE3B, individualmente (FIGURA 11).

Em geral, os tratamentos &cidos proporcionaram um aumento de até 18 % com HCl e
24 % com H,SO4 na eficiéncia de descoloracdo do micélio em relacdo ao controle (sem
tratamento) para todos os corantes testados.

Chaves et al. (2008) analisando o efeito de tratamentos quimicos na biomassa de
Aspergillus niger frente a biossorcdo do corante sintético indigo carmim, obtiveram 0s
melhores resultados de capacidade biossortiva com as biomassas tratadas com H,SO4 0,1 M e
HCI 0,2 M, aumentando a eficiéncia de descoloragdo em torno de 10 % em relagdo ao
controle ndo tratado. Alem disso, os autores observaram que eletromicrografias das biomassas
tratadas com os &cidos H,SO4 e HCI mostraram um micélio com espagos vazios e poros entre
as hifas miceliais, o que pode influenciar positivamente na cinética de biossorcdo por
aumentar a superficie de contato da biomassa com a molécula de corante.

O mesmo resultado com os acidos foi obtido por Miquelante (2011) para o fungo
halotolerante Acremonium sp3 em relacdo a biossorcdo dos corantes reativos amarelo RY84,

azul RB220 e vermelho RR195 e que tiveram um aumento na sua remocao de 7,7 %, 11,3 % e
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15,4 %, respectivamente, em relagdo ao controle sem tratamento pela biomassa tratada com
HCI 0,1 M. Ja os tratamentos com NaOH e NaCl 0,1 M diminuiram a capacidade biossortiva

da biomassa micelial de Acremonium sp3.
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FIGURA 11 - EFEITO DE TRATAMENTOS QUIMICOS NA CAPACIDADE DE BIOSSORCAO DOS
CORANTES TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R, E VERMELHO HE3B PELA
BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: O experimento foi conduzido com tempo de contato de 90 minutos, com concentragcdo de biossorvente
de 3 mg e corantes na concentracdo de 100 mg/L, pH 7,0. Andlise estatistica: Tratamentos apresentando as
mesmas letras ndo diferem estatisticamente sendo as anélises feitas separadamente para cada corante.

FONTE: O autor (2014)

No entanto, neste trabalho, para a biomassa de Paecilomyces sp. o melhor resultado foi
proporcionado pelo tratamento com hidréxido de sodio para todos os corantes, aumentando
em até 43 % a eficiéncia de descoloracdo para o corante amarelo HE4R, seguido de um
aumento de 33 % para o azul RB220, 27 % para o corante vermelho HE3B, e 13 % para o
preto CR150, chegando este a apresentar eficiéncia de descoloracdo total de 96 % (TABELA
11).

TABELA 11 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO EFEITO DE TRATAMENTOS QUIMICOS NA
EFICIENCIA DE DESCOLORAGCAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE AOS CORANTES
TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B

Tratamentos Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de
quimicos descoloracdo (%) descoloracdo (%) descoloracéo (%) descoloragdo (%)
0,1 M) Azul RB220 Preto CR150 Amarelo HE4AR Vermelho HE3B
Controle 422 +05° 853 £0,8° 56,2 +0,9 ¢ 637 £02°
NaOH 56,1 +0,3 2 96,4 +04? 805 +09°? 810 +0,5?
NaCl 382 +04 ¢ 86,4 +08 °© 54,5 +05 ¢ 60,6 + 0,1
HCI 49,7 +05° 928 +0,7° 643 +1,0 ¢ 708 +0,7°
H2504 50,7 +05° 925 +02° 69,7 +03° 702 +02°

NOTA: Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com nivel de significincia de 5 %. Tratamentos
apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente. FONTE: O autor (2014)
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Em um estudo com o fungo Rhizopus stolonifer, Zeroual et al. (2006) relataram um
aumento na capacidade de biossorcdo para o corante Azul de Bromofenol apds tratamento
alcalino com NaOH, sugerindo que este tratamento remove algumas proteinas e alguns
polissacarideos da parede celular, deixando outros como a quitina mais expostos, 0 que pode
permitir uma maior interacdo com o corante.

Abdallah e Taha (2012) analisando o efeito do tratamento com NaOH na biossor¢ao
do corante azul de metileno pela biomassa do ascomiceto Aspergillus fumigatus tambem
encontraram um aumento na eficiéncia de descoloragdo (62 %) utilizando NaOH 0,1 M. Este
aumento pode ser explicado pelo fato do pré-tratamento com um Alcali hidrolisar a parede
celular, causando uma dissociacdo de substancias organicas, grupamentos &lcool (OH),
carboxilicos (COOH) e carboxilatos (COO), os quais aumentam a biossor¢do catibnica.

A eficiéncia de descoloracdo responde a interacbes entre as caracteristicas do grupo
reativo dos corantes e as dos grupos ativos na superficie das células fungicas (ONAT et al.,
2010). Métodos de pré-tratamento podem alterar os sitios de ligacdo e aumentar a interagdo
entre o corante e a superficie da parede celular, induzindo o processo de descoloracao
(AMBROSIO et al., 2012).

Devido ao aumento na eficiéncia de descoloracdo de todos os corantes testados, o
micélio de Paecilomyces sp., foi tratado com NaOH 0,1 M para ser utilizado nos

experimentos de tempo de contato, concentracdo de sal e diferentes temperaturas.

4.6 EFEITO DO TEMPO DE CONTATO NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO
MICELIO DE Paecilomyces sp.

Outro fator que possui influéncia na capacidade de remogdo do corante pela biomassa
flngica € o tempo de contato do biossorvente com a solucdo (SADHASIVAM et al., 2009;
FAN et al., 2012).

Para avaliar a influéncia do tempo de contato na eficiéncia de descoloracdo dos
corantes preto CR150, vermelho HE3B, amarelo HE4R e azul RB220, na concentracdo de
100 mg/L, foi realizado um ensaio de atividade descorante nos tempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45,
60, 75, 90, 120, 150 min, utilizando-se 3 mg de biomassa micelial pré-tratada com NaOH
0,1 M por 1h (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - EFEITO DO TEMPO DE CONTATO NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO DOS
CORANTES TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B PELA
BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: A biomassa foi tratada com NaOH 0,1 M por 1h sob agitacdo de 150 rpm, sendo posteriormente
utilizada para o teste de atividade descorante. O experimento foi conduzido com concentragdo de biossorvente de
3 mg e corantes na concentracdo de 100 mg/L, pH 7,0. FONTE: O autor (2014)

Em geral, a eficiéncia de descoloracdo aumentou com o aumento do tempo de contato,
apresentando uma rapida biossorcdo nos primeiros 30 min, aproximadamente 80 % para todos
0S corantes, e em seguida 0 processo tornou-se mais lento até atingir um equilibrio (FIGURA
12). Esta mesma tendéncia foi observada em um estudo com Aspergillus fumigatus, onde a
fase inicial mais rapida ocorre pelo nimero de sitios de ligacdo disponiveis no biossorvente,
promovendo uma rapida adsorcdo do corante (ABDALLAH; TAHA, 2012).

Miquelante (2011) mostrou uma alta capacidade de biossorcdo do corante RB220 pela
biomassa do fungo Acremonium sp3, ja nos primeiros cinco minutos de contato (51,4 mg/g),
com aumento gradual até o tempo de equilibrio, no qual apés 90 minutos de contato o
biossorvente removeu 96,5 mg de corante por grama de biomassa micelial seca.

No presente trabalho, o corante preto CR150 apresentou a maior eficiéncia de
descoloragdo, 90 % em 30 min., dentre os corantes analisados, e em seguida atingiu o
equilibrio da reacdo (TABELA 12). Ja os outros corantes, mesmo sendo biossorvidos mais
lentamente ap6s 30 min, ndo atingiram um equilibrio de reagcdo no tempo total de 150 min. Os

demais testes de atividade descorante do presente trabalho continuaram sendo realizados no
tempo de contato de 90 min.
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TABELA 12 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO EFEITO O TEMPO DE CONTATO NA EFICIENCIA DE
DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE AOS CORANTES TEXTEIS AZUL
RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B

Tempo de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de
contato (min)  descoloracdo (%)  descoloragdo (%) descoloragdo (%)  descoloracdo (%0)
Azul RB220 Preto CR150 Amarelo HE4R Vermelho HE3B
5 34,8 +05 9 54,0 +0,8 ¢ 392 +08" 46,6 +04'
10 481 +10° 720 £0,6 ¢ 440 +08" 50,3 +0,5 "
15 524 +1,6 ° 740 +06 ° 51,4 +1,19 61,6 +0,29
30 66,8 +0,9 ¢ 91,8 +08° 66,5 +03 ' 703 +04°
45 67,5 +1,0 ¢ 95,6 +0,7 2 719 09 ° 721 £05 °
60 66,3 +1,4 ¢ 95,2 +0,4 2 76,6 £0,5 ¢ 763 +1,1 ¢
75 68,1 +0,6 ¢ 94,9 +30 83,6 +0,4 °© 80,3 +0,5°¢
90 72,7 £09 © 975 +022 850 +1,1°¢ 84,8 +08 °
120 758 +0,7 ° 98,0 +0,3° 882 +05°" 87,5 +0,3°"
150 79,7 +0,7 2 98,1 +0,1 2 90,6 +0,8 ° 90,9 +0,5 2

NOTA: Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com nivel de significincia de 5 %. Tratamentos
apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente. FONTE: O autor (2014)

47 EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAL (NaCl) NA EFICIENCIA DE
DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp.

Alem da presenca de corantes, as aguas residuais da produgdo téxtil geralmente
contém varios compostos suspensos e dissolvidos que podem interferir no processo de
remogdo de corantes. Estes compostos podem ser acidos, bases, ions metélicos e
principalmente sal (NaCl), que é utilizado em grandes quantidades no processo de tingimento
das fibras (AKSU, 2005; AKSU; BALIBEK, 2010).

No presente estudo, a eficiéncia de descoloracdo do micélio de Paecilomyces sp. foi
avaliada para os corantes azul RB220, preto CR150, amarelo HE4R, vermelho HE3B na
concentracdo de 100 mg/L, em diferentes concentracdes de NaCl: 10, 20, 40, 60 e 80 g/L, em
um ensaio de atividade descorante (FIGURA 13).
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FIGURA 13 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAL NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO DOS

CORANTES TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B PELA
BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: A biomassa foi tratada com NaOH 0,1 M por 1h sob agitacdo de 150 rpm, sendo posteriormente

utilizada para o teste de atividade descorante em 90 min. O experimento foi conduzido com concentragdo de
biossorvente de 3 mg e corantes na concentragdo de 100 mg/L pH 7,0. FONTE: O autor (2014)

Analisando o comportamento da biossor¢do de cada corante frente a concentracfes
crescentes de NaCl, de maneira geral, a biossorcdo destes ndo foi  alterada pelas
concentragdes de NaCl, sendo que para os corantes Amarelo HE4R e vermelho HE3B, o
aumento da concentragdo do sal aumentou a eficiéncia de descoloracdo para 80 % e 93 %,
respectivamente (TABELA 13). A biomassa de Paecilomyces sp. pode ser considerada um
bom biossorvente para 0 uso em efluentes téxteis com diferentes corantes e alta concentracao
de NaCl, pois apresentou uma alta eficiéncia de descoloracdo mesmo em meio com
concentracdo de NaCl de 80 g/L.

Em um estudo com a biomassa de Thamnidium elegans, Akar, Arslan e Akar (2013)
observaram que o aumento da concentracdo de NaCl de 0,02 mol/L para 0,3 mol/L, diminuiu
a eficiéncia de descoloragdo em 4,35 % para o0 corante RR19. A mesma tendéncia foi
mostrada no trabalho de Abdallah e Taha (2012), onde o aumento da concentragcdo de NaCl de
1 mM para 100 mM afetou o equilibrio de adsorcdo reduzindo a eficiéncia de descoloracdo da

biomassa de Aspergillus fumigatus sobre o corante azul de metileno de 62,5 % para 54 %.
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TABELA 13 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE NaCl NA
EFICIENCIA DE DESCOLORAGAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE AOS CORANTES
TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B

Concentragéo Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de
de NaCl (g/L)  descoloragdo (%)  descoloragdo (%) descoloragéo (%)  descoloragdo (%)
Azul RB220 Preto CR150 Amarelo HEAR Vermelho HE3B
0 632 +1,1° 97,1 £05° 716 £0,7 835 +0,6 ¢
10 66,3 + 3,4 ° 99,0 +0,4 2 735 +1,0%° 835 +05°
20 69,9 £1,9 2 97,8 £0,6 756 +1,1° 882 +03°
40 69,5 +0,5 2 97,4 £0,6 ® 80,6 +0,8° 89,3 +0,2°
60 67,4 £09° 87,8 +0,6 ¢ 79,6 0,9 ° 89,7 +1.2°
80 69,2 +1,02 91,1 +09 ° 785 +0,2 931 +01°?

NOTA: Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com nivel de significAncia de 5 %. Tratamentos
apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente. FONTE: O autor (2014)

A concentracdo de NaCl na agua residual das industrias téxteis € um fator importante
que pode interferir nas interacGes eletrostaticas e ndo eletrostaticas entre a superficie do
adsorvente e o corante adsorvido, afetando a capacidade de biossor¢do, pois uma alta
concentracio de NaCl possibilita 0 mecanismo de troca de ions na solugdo. O Na* presente no
sal, pode competir com os cations presentes na estrutura de alguns corantes competindo pelos
sitios de ligacbes no adsorvente (DOGAN; ABAK; ALKAN, 2008).

Além disso, 0s processos de tingimento e acabamento das indUstrias téxteis utilizam
grandes quantidades de sal, a fim de reduzir a solubilidade do corante, por aumentar o grau de
agregacdo das moléculas. Alguns corantes necessitam entre 250 e 300 g/L de sal para
aumentar o banho de exaustdo do corante (AKSU; BALIBEK, 2010). Assim sendo, 0s
organismos tolerantes a ambientes ricos em sal, apresentam vantagem e potencial para

aplicacdo no tratamento deste tipo de efiuente.

48 EFEITO DA TEMPERATURA NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO PELO
MICELIO DE Paecilomyces sp.

Buscando-se avaliar o efeito da temperatura no processo de biossor¢do pelo micélio de
Paecilomyces sp., a eficiéncia de descoloracdo foi avaliada para os corantes azul RB220,
preto CR150, amarelo HE4R, vermelho HE3B na concentracdo de 100 mg/L, em diferentes
condicdes de temperatura: 10, 20, 30, 40 e 50°C (KAUSHIK; MALIK, 2010), em um ensaio
de atividade descorante, onde as amostras foram colocadas em incubadora refrigerada com
agitador orbital sob agitacdo de 170 rpm por 90 min (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - EFEITO DA TEMPERATURA NA EFICIENCIA DE DESCOLORACAO DOS CORANTES
TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B PELA BIOMASSA DE
Paecilomyces sp.

NOTA: A biomassa foi tratada com NaOH 0,1 M por 1h sob agitacdo de 150 rpm, sendo posteriormente
utilizada para o teste de atividade descorante em 90 min. O experimento foi conduzido com concentragdo de
biossorvente de 3 mg e corantes na concentra¢do de 100 mg/L. FONTE: O autor (2014)

Neste estudo, 0 efeito da temperatura na biossorcdo de quatro corantes foi analisado,
observando-se que a eficiéncia de descoloracdo manteve-se constante com o aumento da
temperatura até 50 °C para os corantes preto CR150, amarelo HE4R e vermelho HE3B. Ja o
corante azul RB220 apresentou um comportamento contrario diminuindo a eficiéncia de

descoloragdo de 67 % em 10 °C para 43 % com 0 aumento crescente de temperatura.
(TABELA 14).

TABELA 14 - MEDIA E DESVIO PADRAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA EEICIENCIA DE
DESCOLORACAO PELO MICELIO DE Paecilomyces sp. FRENTE AOS CORANTES TEXTEIS AZUL
RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B

Temperatura Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de
(°C) descoloragdo (%)  descoloracdo (%) descoloracdo (%)  descoloracdo (%)
Azul RB220 Preto CR150 Amarelo HEAR Vermelho HE3B
10 672 0,6 ° 965 £02° 71,8 +04° 741 03 %
20 56,8 +1,0 ¢ 9,7 +03° 68,0 +0,3 ¢ 724 04 °
30 59,7 +0,3° 982 +0,7° 781 +0,7° 732 0,6
40 46,0 +05 ¢ 98,8 +0,72 772 £06*? 749 0,12
50 434 £10° 992 +0,3° 69,7 +0,8 °© 732 +05 °

NOTA: Dados estatisticos pelo programa JMP-Starter com nivel de significancia de 5 %. Tratamentos
apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente. FONTE: O autor (2014)

O efeito da temperatura no potencial de biossor¢do do fungo Thamnidium elegans foi
avaliado por Akar, Arslan e Akar (2013) nas temperaturas de 10, 20 e 40 °C, sendo que a
capacidade biossortiva se manteve em 191 mg de corante reativo vermelho 198 (RR198) por

grama de micelio, ndo apresentando uma variagdo significativa entre as diferentes
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temperaturas. Anjaneya et al. (2009) em um estudo com o fungo ascomiceto Penicillium sp.
observaram o efeito de diferentes temperaturas (15- 45 °C) na biossorcdo do corante &cido
violeta sendo que a capacidade biossortiva da biomassa aumentou de 3,7 mg/g para 5,67 mg/g
com o aumento da temperatura de 15 °C para 30 °C, porém ap6s 35 °C a capacidade
biossortiva diminuiu drasticamente chegando a 0,42 mg/g na temperatura de 45 °C. O fato da
eficiéncia de descoloracdo manter-se constante em funcdo do aumento da temperatura pode

ser considerado uma vantagem para 0 uso da biomassa fungica.

4.9 DESSORCAO DO CORANTE DO MICELIO DE Paecilomyces sp.

Os estudos de dessorcdo ajudam a elucidar a possibilidade de regeneracdo do
adsorvente apds seu uso, para reutilizagdo, buscando-se um processo de biossorcdo eficiente e
econdbmico (ANSARI; MOSAYEBZADEH, 2010). Certas substancias quimicas, como
alcalis, é&cidos e agentes quelantes, vém sendo testados em processos de dessorcdo
(BINUPRIYA et al., 2008).

A dessor¢cdo do corante da biomassa micelial nos processos de descoloracdo foi
avaliada pela exposicdo a diferentes tratamentos (FIGURA 15), onde as biomassas carregadas
com os corantes: azul RB220, preto CR150, amarelo HE4R e vermelho HE3B apds ensaio de
atividade descorante em 90 min. foram lavadas com agua destilada, para a remocdo do
corante ndo adsorvido, e em seguida submetidas ao ensaio de dessorcdo (ZHOU; BANKS,
1993) (FIGURA 16). Como controle foi utilizado agua destilada.

Neste estudo, para todos os corantes, analisando separadamente os tempos de 1 h e
24 h, os resultados seguiram uma mesma tendéncia. O tratamento com NaOH 0,1 M se
mostrou mais eficiente na dessor¢do dos corantes em relagdo ao tratamento com NaOH 1 M.
Para o corante azul RB220, o tratamento por 1 h com NaOH 0,1 M teve uma eficiéncia de
dessorcdo 0,8 vezes maior do que com NaOH 1 M (FIGURAS 15 e 16).
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FIGURA 15 - DESSORCAO DOS CORANTES TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, AMARELO HE4R,
VERMELHO HE3B DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: Os experimentos foram conduzidos com 3 mg de biossorvente, em tempo de contato de 1 h, e agitacio
de 170 rpm. A andlise estatistica foi feita separadamente para cada tempo de dessorcdo de cada corante (dados
representados pelas letras mailsculas) e também entre os tempos de 1 h e 24 h de cada corante (dados

representados pelas letras minGsculas). Tratamentos apresentando as mesmas letras néo diferem estatisticamente.
FONTE: O autor (2014)

Dentre os corantes testados, a biomassa de Paecilomyces sp., com a solugéo de corante
amarelo HE4R destacou-se sendo dessorvida em média 75 % tanto com a concentracao de
NaOH 0,1 M, quanto 1 M, ndo apresentando diferenca significativa pela analise estatistica
(Programa JMP-Stater) na eficiéncia de dessorcdo em 24 h, além de ser dessorvida 16 vezes a

mais do que o controle com agua (TABELA 15).

TABELA 15 - MEDIA E DESVIO PADRAO DA DESSORCAO DOS CORANTES TEXTEIS AZUL RB220,
PRETO CR150, AMARELO HE4R E VERMELHO HE3B DA BIOMASSA MICELIAL DE Paecilomyces sp.
Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de Eficiéncia de

Tratamentos descoloragdo (%) descoloracdo (%) descoloracdo (%) descoloracéo (%)

Azul RB220 Preto CR150 Amarelo HE4R Vermelho HE3B
H,O 1 h 30 £0,7 < 29+03 25+05 ¢ 40 +02 ™
H,0 24 h 54 +02 ¢ 39+05C¢ 43 +02°5¢ 52 +03
NaOH 0,1 M 1h 35,6 +19A° 215 +0,9 A° 75,6 +1,0 A 35,7 0,6 AP
NaOH 0,1 M 24h 533 +0,8 " 236 +05 P 787 0,2 A2 378 06"
NaOH 1 M 1h 195 +1,6°5¢ 15,0 +0,9 B¢ 70,1+12°5° 32,7 +07 ¢
NaOH 1 M 24h 263 +10°° 275 +03 B 771 £24 M2 349 +0,6 B°

NOTA: A analise estatistica foi feita separadamente para cada tempo de dessorcdo de cada corante (dados
representados pelas letras maiGsculas) e também entre os tempos de 1 h e 24 h de cada corante (dados

representados pelas letras minUsculas). Tratamentos apresentando as mesmas letras ndo diferem estatisticamente.
FONTE: O autor (2014)

De acordo com Kaushik e Malik (2009), a adicdo de substancias alcalinas aumenta o
pH, levando a repulsdo eletrostatica entre os locais de carga negativa e as moléculas anibnicas
do corante, isto resulta na dessor¢do do corante a partir da biomassa.
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FIGURA 16 - DESSORCAO DOS CORANTES TEXTEIS AZUL RB220, PRETO CR150, VERMELHO
HE3B E AMARELO HE4R DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp. APOS ENSAIO DE ATIVIDADE
DESCORANTE

FONTE: O autor (2014)

Zeroual et al. (2006), utilizando NaOH 0,1 M como eluente, observou a dessorgédo de
90-100 % de azul de bromofenol da biomassa de Rhizopus stolonifer. Em um estudo com
Aspergillus foetidus, Patel e Suresh (2008) obtiveram 90 % do reativo preto 5 (Reactive Black
5) dessorvido da biomassa micelial do fungo com solucdo de NaOH 0,1 M.

No entanto, altas concentracbes de NaOH podem ser desvantajosas para processos de
dessor¢do como encontrado por Patel e Suresh (2008) no uso de NaOH 1 M como eluente,
tendo apenas 32 % de dessor¢do do corante (reactive black 5). Estes estudos sugerem que
NaOH pode ser utilizado como eluente para processos de dessor¢do de corantes, apresentando

0 melhor efeito quando utilizado na concentracdo de 0,1 M
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5 CONCLUSOES PARTE |

O crescimento e a capacidade biossortiva do fungo Paecilomyces sp. sdo alterados pela
composicdo (fontes de carbono, nitrogénio e suplementacdo) do meio de cultivo;

O crescimento do fungo em meio de cultivo contendo maltose 15 g/L e tartarato de amdnio
100 mM gerou a biomassa com o melhor indice de biossortividade (0,55 mg);

Indutores do aumento da parede celular fungica (Célcio e NAG) ndo promoveram melhora
na capacidade biossortiva da biomassa;

O micélio de Paecilomyces sp. apresentou capacidade biossortiva para corantes téxteis de
diferentes classes e estruturas quimicas, tendo uma maior eficiéncia de descoloracdo para
os corantes acidos (79 % para o preto CR150);

Os tratamentos quimicos com os acidos HCIl e H,SO4 proporcionaram um aumento na
eficiéncia de descoloragdo pelo micélio de Paecilomyces sp. (18 % e 24 %
respectivamente), no entanto o maior aumento na descoloracdo de todos os corantes foi
obtido com a biomassa tratada com &lcali, NaOH (45 % para o amarelo HE4R);

A eficiéncia de descoloracdo dos corantes Azul RB220, preto CR150, vermelho HE3B, e
amarelo HE4R apresentou melhora com o aumento do tempo de contato entre a biomassa
micelial e a solugdo de corante (15-150 min.) e 0 aumento na concentragdo de biossorvente
(1-10 mg). Estes dados serdo utilizados posteriormente para modelagem matemética do
processo de biossorcéo;

O processo de biossorcdo ndo foi alterado pela concentracdo de sal, mantendo a eficiéncia
de descoloracdo acima de 70 % em todas as condi¢cOes avaliadas.

A eficiéncia de descoloracdo dos corantes testados neste trabalho foi mantida em relagéo
ao aumento da temperatura (10- 50 °C);

O tratamento da biomassa de Paecilomyces sp. com solucdo 0,1 M de NaOH mostrou-se
mais eficiente no processo de dessor¢do dos corantes testados, dessorvendo 75 % no caso

do corante amarelo HE4R em relacdo ao controle.
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PARTE Il

6 RESULTADOS E DISCUSSAO REFERENTES A CARACTERIZACAO QUIMICA
DOS COMPONENTES DE PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

Buscando-se analisar a estrutura e a composicdo dos polissacarideos de parede celular
do fungo filamentoso, halotolerante, Paecilomyces sp., para posteriormente avaliar o
envolvimento destes no processo de biossorcdo de corantes, nesta etapa do trabalho, o fungo
foi cultivado em frascos contendo 250 mL de MMS liquido. Como fonte de carbono foi
utilizada maltose 15 g/L e como fonte de nitrogénio o tartarato de aménio 100 mM, sendo
estas condicGes, o tempo de cultivo e a concentracdo de indculo, descritos anteriormente
(Itens 4.1 pag. 34 e 4.2 pég. 48 dos resultados).

Inicialmente a biomassa foi retirada do cultivo e lavada exaustivamente com agua para
a remocao dos exopolissacarideos produzidos, e dos aglcares presentes no meio de cultivo. O
procedimento de lavagem foi repetido até que a agua de lavagem apresentasse resultado
negativo para carboidratos totais (DUBOIS, 1956). Posteriormente, a biomassa foi submetida
a sucessivas extracfes aquosa e alcalina, a partir das quais foram analisados os componentes
polissacaridicos extraidos da parede celular flngica.

Como os fungos foram crescidos em partidas diferentes, primeiramente foram feitas
hidrolises da biomassa bruta de cada partida (C1 a C7), sendo a analise da composicdo
monossacaridica feita por CG-EM (TABELA 16).

De acordo com os resultados obtidos pela composicdo monossacaridica da biomassa
bruta, todas as partidas apresentaram glc (~50 %) e man (~42 %) como monossacarideos
majoritarios e menores proporcgdes de galactose (~6 %) e ara (~1 %) (TABELA 16).

Assim, a biomassa dos diferentes cultivos foi, posteriormente, congelada, liofilizada e
reunida, sendo submetida a sucessivas extracGes aquosa e alcalina, a partir das quais foram

analisados os componentes polissacaridicos extraidos da parede celular fungica.
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TABELA 16 -COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA BIOMASSA BRUTA DO FUNGO Paecilomyces
sp.

Composicdo monossacaridica® (%)°

Biomassa bruta® Ara Man Gal Glc
C1 1 37 1 61
C2 1 50 2 47
C3 1 36 12 51
C4 ND 44 2 54
C5 1 37 2 60
C6 ND 35 22 43
C7 1 57 2 40

% Amostra da biomassa bruta de Paecilomyces sp. C1 a C7 correspondem a partidas de crescimento nas mesmas
condicBes, porémem dias diferentes.

b Analisado por CG-EM apds hidrolise acida total (H,SO, 72% a 100 °C por 15 h), reducdo (NaBH,) e
acetilacao.

¢ Percentual relativo as areas de todos 0s picos.

FONTE: O autor (2014)

6.1 EXTRA(;()ES DOS POLISSACARIDEOS DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces
sp.

A biomassa seca de Paecilomyces sp. (15,35 @) foi macerada e submetida a extracéo
aquosa sob refluxo em banho fervente (~98 °C) por 4 h. O sobrenadante foi filtrado ainda
quente e centrifugado. Este processo foi repetido por mais seis vezes, sendo 0s extratos
reunidos e concentrados por rotaevaporagdo. O extrato aquoso foi precipitado com etanol,
centrifugado, dialisado contra agua corrente em membrana de 6-8 kDa por 24 h, congelado e
liofilizado, gerando o extrato aquosa a quente, HW (1,04 g) (FIGURA 17).

O residuo proveniente das extracfes aquosas foi submetido a cinco extracdes alcalinas
com hidréxido de potassio (KOH) 2 M, na presenca de borohidreto de sédio (NaBH,) por 4 h
em banho fervente (~98 °C), sob refluxo. Os extratos foram filtrados ainda quentes e
neutralizados com &cido acético, dialisados contra agua corrente em membrana de 6-8 kDa
por 24 h. Os extratos obtidos foram reunidos, congelados e liofilizados, gerando o extrato
alcalino K2 (2,90 g) (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - FLUXOGRAMA DA OBTENCAO DAS FRACOES POLISSACARIDICAS, A PARTIR DA
BIOMASSA MICELIAL DO FUNGO Paecilomyces sp.

NOTA: Siglas na cor vermelha correspondem ao extrato proveniente da extragdo aquosa (HW) e alcalina (K2), e
siglas na cor azul correspondem as fragdes polissacaridicas insollveis usadas posteriormente para ensaios de
biossorgdo. FONTE: O autor (2014)

6.2 PURIFICACAO E ANALISE DAS FRACOES POLISSACARIDICAS OBTIDAS DA
PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

As fragbes correspondentes aos extratos aquoso (HW) e alcalino (K2) foram
analisadas quanto a sua composicdo monossacaridica. A fracdo correspondente ao extrato
aquoso (HW) mostrou ser composta pelos monossacarideos Man (49 %), Gal (37 %) e Glc
(14 %). Enquanto o extrato alcalino (K2) mostrou ser composto por Gal (46 %), Man (38 %),
e Glc (16 %) (Tabela 17).

Ambos 0s extratos foram entdo submetidos a passos sequenciais de purificacdo, sendo
0 primeiro, congelamento e degelo (GORIN; IACOMINI, 1984). Ao final do processo, 0s
materiais foram congelados e liofilizados, originando para os extratos HW e K2, as fracOes
soliveis SHW (0,84 g) e SK2 (1,33 @), e insoliveis em &gua fria, IHW (0,10 g) e IK2
(1,57 g), respectivamente.

A fracdo SHW tem como componentes monossacaridicos Man (52 %), Gal (40 %) e
Glc (8 %), e a fracdo IHW é composta pelos monossacarideos Glc (84 %), Man (10 %), e Gal,
(6 %) (TABELA 17).
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TABELA 17 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGCOES POLISSACARIDICAS OBTIDAS
DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

Composicdo monossacaridica® (%)”

Fracao Rendimento (g%)

Ara Man Gal Glc
HW 6,8 - 49 37 14
SHW 80,7 - 52 40 8
SFHW 34,5 - 50 40 10
IHW 71 - 10 6 84
K2 18,9 - 38 46 16
SK2 45,8 . 26 54 20
SFK2 12,0 - 29 51 19
RSFK?2 37,5 - 46 36 18
ESFK?2 50,0 8 30 42 20
PFK2 15 - 28 49 23
IK2 54,1 - 25 27 48
SDIK?2 36,9 - 17 26 57
PDIK2 36,9 - 30 17 53

 Analisado por CG-EM apds hidrolise &cida total (TFA 1M a 100 °C por 15 h), reducéo (NABH,) e acetilacio.
® percentual relativo as areas de todos os picos.
FONTE: O autor (2014)

A andlise de metilacio da fracdo IHW, insolivel em &gua fria, proveniente do
congelamento e degelo do extrato aquoso a quente (HW) mostrou-se principalmente composta
por unidades (1—4)-ligadas (55,2 %) e (1—3)-ligadas (33,4 %) (TABELA 18). Os dados de
metilacdo em conjunto com a composicdo monossacaridica, sugerem que a estrutura presente

na fracdo IHW seja a de uma galactomanoglucana de estrutura complexa.
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TABELA 18 - ANALISE POR METILACAO DA FRAGCAO IHW OBTIDA DA PAREDE CELULAR DO
FUNGO Paecilomyces sp. ATRAVES DE EXTRACAO AQUOSA.

Alditol acetatos Tr (min) 2 Fracdo (mol%) Tipo de ligagdo®
parcialmente metilados’

2,3,4,6-Me4-Manose 7,858 3,01 Manose-(1—
2,3,4,6-Mey-Galactose 7,924 3,08 Galactose-(1—
2,4,6-Mes-Glucose 9,760 33,39 —3)-Glucose-(1—
2,4,6-Mes-Manose 9,940 1,26 —3)-Manose-(1—
2,3,6-Mes-Manose 10,412 0,88 —4)-Manose-(1—
2,3,6-Mes-Glucose 10,688 55,18 —4)-Glucose-(1—
2,3-Me,-Glucose 14,649 1,84 —4,6)-Glucose-(1—
3,4-Me,-Manose 14,828 1,4 —2,6)-Manose-(1—

T Analisado em CG-EM apés metilacéo, hidrélise acida total, reducdo (NaBD,) e acetilacdo.
2 Tr — Tempo de retencdo.

¥ Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

FONTE: O autor (2014)

A fracdo IHW também foi analisada por RMN-3C, apresentando um espectro com
pelo menos trés sinais de *C na regido anomérica (§100,9, 100,4 ¢ 99,4) (FIGURA 18). A
auséncia de sinais de '3C em ppm mais alto que & 100,9 sugere que as unidades
monossacaridicas presentes nesta fracdo estejam na configuragio a (GORIN; MAZUREK,
1975).

100.9 100.4
99.4
82,8
791
73,4
- —73,0
72,2
70,8
69,7
60,7
60,3

79,6
75,1
64,9

64,3

T I I I I I | I I I I
105 100 95 20 85 g0 75 70 65 60 55 Pem

FIGURA 18. ESPECTRO DE RMN-*C DA FRACAO IHW OBTIDA A PARTIR DE EXTRACAO AQUOSA
DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: Amostra solubilizada em Me,SO-dg (30 mg/0,4 ml), analisada a 70 °C; deslocamentos quimicos
expressos em & (ppm). FONTE: O autor (2014)

O sinal em & 82,8 sugere a presenga de unidades (1—3)-ligadas, enquanto que 0s
sinais em 6 79,6 e 79,1, a presenca de unidades (1—4)-ligadas (FIGURA 18). Estes resultados
estdo de acordo com os dados obtidos atraves da analise de metilacdo (TABELA 18). De
acordo com a literatura, polimeros de a-(1—3)-glucana s@o geralmente encontrados em
fracdes insolliveis em agua para os fungos ascomicetos (JOHNSTON, 1965; DOMENECH et
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al.,, 1994). No entanto, analises adicionais sdo necessarias para finalizar a caracterizagdo
estrutural do heteropolissacarideo presente na fracdo IHW.

Por sua vez, a fracdo solivel SHW, também proveniente do congelamento e degelo do
extrato aquoso a quente (HW) foi analisada por HPSEC-MALLS-RI apresentando um perfil
heterogéneo obtido a partir da deteccdo por indice de refracdo, e pela andlise de espalhamento
de luz também € possivel detectar uma familia de moléculas com alta massa molecular, porém

em concentracdo baixa ndo detectada pelo indice de refragdo (FIGURA 19).

0.054
— Indice de Refragdo A
0.044 —— Espalhamento de Luz
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0.024
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FIGURA 19 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO SHW, OBTIDA A PARTIR DE
EXTRACAO AQUOSA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: Amostra solubilizada em solugdo 0,1 mol/L de NaNO; (nitrito de sédio) e 0,2 g/L NaNj3 (azida de sédio),
filtrada em membrana com poro de 0,22um. FONTE: O autor (2014)

Sendo assim, a fragdo SHW foi submetida ao tratamento com solucdo de Fehling
(JONES; STOODLEY 1965). O tratamento com solucdo de Fehling para a fragdo SHW gerou
apenas uma fracdo sollvel, denominada SFHW (0,29 g) (FIGURA 20).

Extrato aquoso quente

(HW; 1,04 g)
Congelamento/ degelo
Centrifugagdo
Fracio insolavel Fracao solavel
(IHW; 0,10 g) (SHW; 0,84 g)

Tratamento com solucido de
Fehling, Centrifugacio

Sobrenadante Fehling
(SFHW; 0,29g)

FIGURA 20 — FRACIONAMENTO POR PRECIPITACAO COM SOLUGAO DE FEHLING DA FRACAO

SHW OBTIDA A PARTIR DE EXTRACAO AQUOSA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.
FONTE: O autor (2014)
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A fracdo solivel, SFHW, obtida a partir da purificacdo da fragdo SHW por solucdo de
Fehling, apresentou em sua composicdo 0s monossacarideos Man (50 %), Gal (40 %), Glc
(10 %) (TABELA 17, pag. 69).

Quando submetida & analise por HPSEC-MALLS-RI (FIGURA 21), a fragdo SFHW
mostrou um perfil homogéneo, a partir da deteccdo por indice de refracdo, com massa

molecular ponderal média em peso (M) estimada de 1.297 x 10%.
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FIGURA 21 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO SFHW OBTIDA A PARTIR
DE EXTRACAO AQUOSA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.
NOTA: Amostra solubilizada em solucédo 0,1 mol/L de NaNO, (nitrito de sédio) e 0,2 g/L NaNj3 (azida de sédio),
filtrada em membrana com poro de 0,22 pm. FONTE: O autor (2014)

O espectro de RMN-13C da fracdo SFHW apresentou Varios sinais da regido de
carbono anomérico, indicando a presenca de um heteropolissacarideo de manose, galactose e
glucose, podendo ser de acordo com a composicdo monossacaridica, uma
glucogalactomanana de estrutura complexa.

Os smais de C1 em campo baixo, em 6 107,7 e 106,9 (FIGURA 22) indicam que as
unidades de galactose estejam na conformagdo furanosidica (Galf), com configuracdo
(GORIN; MAZUREK, 1975; DOMENECH et al., 1994), e podem ser atribuidos ao C1 das
unidades de B-D-galactofuranose 5-O e 5,6-di-O-substituidas, respectivamente. Outros sinais
em 6 81,7 (C4), 81,3 (C2), 76,6 (C3), 75,5 (C5 O-substituido) e 61,0 (C6) sdo caracteristicos
da presenca de unidades de P-D-Galf-(1—5)-ligadas (GORIN; MAZUREK, 1975; LEAL et
al., 1993; AHRAZEM et al., 2007; CORDEIRO et al., 2005, 2008; RUTHES et al., 2010).
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE RMN-'C DA FRACAO SFHW OBTIDA A PARTIR DE EXTRAGAO
AQUOSA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp. FONTE: O autor (2014)

Além dos sinais tipicos da presenca de cadeias de B-D-galactofuranose (1—5)-ligadas,
6-O-substituidas, também podem ser observados sinais em & 105,0 e 104,5 (FIGURA 22) os
quais podem ser atribuidos & presenga de terminais ndo redutores de a-D-galactofuranose
(CHAMBAT et al., 1978; SASSAKI et al., 2005; PRIETO et al., 2008; SMIDERLE et al.,
2013).

Outros sinais presentes na regido anomérica do espectro de RMN-*C da fracdo
SFHW sao atribuidos a unidades com configuragdo a, em 6 100,6, 98,4 ¢ 98,2 (FIGURA 22).
Baseado em dados de literatura o sinal em & 100,6 refere-se a unidades de a-D-manopiranose
(DOMENECH et al., 1994,1996; SMIDERLE et al., 2013). Enquanto aqueles em, 8 98,4 e
98,2 podem ser atribuidos a unidades de a-D-galactopiranose (GORIN; IACOMINI, 1985;
PERRY; MACLEAN, 2004; SMIDERLE et al., 2008; 2013), ¢ os sinais em & 102,1 ¢ 101,5 a
unidades de B-D-glucopiranose (SMIDERLE et al., 2013).

No entanto, para a determinacdo da estrutura do heteropolissacarideo presente nesta
fracdo (SFHW), a analise de metilacdo, bem como experimentos adicionais de RMN tornam-
se indispensaveis, uma vez que se trata de um polimero de estrutura bastante complexa, e que

0s principais assinalamentos foram feitos apenas tendo como base dados de literatura.
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Com relacdo as fracOes derivadas do extrato alcalino (K2), a fracdo SK2, solivel em
agua mostrou ser composta por Gal (54 %), Man (26 %) e Glc (20 %), enquanto a fracdo IK2
insolivel em &gua apresentou 0s monossacarideos Glc (48 %) Gal (27 %), Man (25 %)
(TABELA 17, pag. 69).

Domenech et al. (1996) em um trabalho com diferentes cepas de Paecilomyces
furnosoroseus e Paecilomyces farinosus obteve atraves da analise da composicao
monossacaridica por GLC também os monossacarideos Man (28,5-53 %), Glc (17,7-38,1 %)
e Gal (8,3-31,6 %) para fracGes extraidas com &lcali (NaOH) soliveis em agua. Ja para
fraches insoliveis em agua os autores obtiveram uma maior quantidade de Glc (47,6-69,9 %)
e menores quantidades de Man (6,5-15,4 %) e Gal (5,7-12,2 %). Em um estudo com o fungo
ascomiceto Botryosphaeria rhodina, Silva et al. (2008) obtiveram 91 % de glucose em uma
fracdo extraida com KOH insolivel em agua (K1P). No presente trabalho, a fracdo insollvel
em agua 1K2 também apresentou glucose (48 %) como principal monossacarideo.

A fracdo SK2 apresentou um perfil heterogéneo, quando analisada por HPSEC-
MALLS-RI (FIGURA 23).

0.10+
— Indice de Refragao

0.08- — Espalhamento de Luz

0.064

Volts

0.04+

0.02+

0.004

-0.02 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (min)

FIGURA 23 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO SK2, OBTIDA A PARTIR DE
EXTRAGCAO ALCALINA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: Amostra solubilizada em solu¢do 0,1 mol/L de NaNO; (nitrito de sédio) e 0,2 g/L NaNj3 (azida de s6dio),
filtrada em membrana com poro de 0,22 pum. FONTE: O autor (2014)
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Sendo assim, a fracdo SK2 foi submetida ao tratamento com solucdo de Fehling
(JONES; STOODLEY 1965). A partir deste tratamento foram originadas duas novas fragdes,
uma solivel, SFK2 (0,16 g) e um complexo cuprico insolivel, PFK2 (0,02 g) (FIGURA 24).

Extrato alcalino

(K2; 2,90 g)
Congelamento/ degelo
Centrifugacdo
Residuo II; Fracao solavel
(4,51g) (SK2; 1,33 g)

Tratamento com solugdo de
Fehling, Centrifugacdo

Fracéo solivel Fracao insolivel
(SFK2; 0,16g) (PFK2; 0,02¢g)

Ultrafiltragdo em Ultrafiltragdo em
membrana de 10 kDa membrana de 10 kDa

Fracao retida Fragao eluida
(RSFK2; 0,06g) (ESFK2; 0,08g)

FIGURA 24 — FRACIONAMENTO POR PRECIPITACAO COM SOLUCAO DE FEHLING DA FRACAO
SK2 OBTIDA A PARTIR DE EXTRACAO ALCALINA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.
FONTE: O autor (2014)

A fracdo PFK2 apresentou Gal (49 %) Man (28 %), e Glc (23 %) em sua composicao
monossacaridica, mas devido ao baixo rendimento (0,02 g), ndo foi dada continuidade a
caracterizacdo estrutural do polissacarideo presente nesta fracéo.

A fracdo SFK2, composta pelos monossacarideos Gal (52 %) Man (29 %), e Glc (19
%) (TABELA 17, pag. 69) apresentou um perfil de eluicdo heterogéneo (FIGURA 25A) e foi
submetida a ultrafittracdo em membrana de 10 kDA, originando uma fracdo retida RSFK2
(0,06 g) e outra eluida ESFK2 (0,08 g). Ambas as fracbes foram analisadas quanto a
composicdo monossacaridica, homogeneidade e por espectroscopia de RMN (HSQC e HSQC
acoplado).

A fracdo RSFK2 apresentou em sua composicdo 0s monossacarideos Man (46 %), Gal
(36 %), e Glc (18 %), sugerindo a presenca de glucogalactomanana e a fracdo ESFK2 os
monossacarideos Gal (42 %), Man (30 %), Glc (20 %) e Ara (8 %) sugerindo a presenca de
uma glucomanogalactana. As duas fracbes mostraram-se homogéneas, pela analise de
HPSEC-MALLS-RI (FIGURA 25B e C, respectivamente), pelo indice de refracdo, apds
serem submetidas a ultrafiltracdo. Estes resultados mostram que o processo de ultrafiltracdo

foi eficiente para a purificacdo destas fragoes.
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FIGURA 25 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS-RI DAS FRACOES (A) SFK2, (B) RSFK2, (C)
ESFK2 OBTIDAS A PARTIR DE EXTRACAO ALCALINA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp.

NOTA: Amostras solubilizadas em solucdo 0,1 mol/L de NaNO, (nitrito de so6dio) e 0,2 g/L NaNj3 (azida de
sodio), filtradas em membrana com poro de 0,22 um. FONTE: O autor (2014)
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A fracdo RSFK2 apresentou uma massa molecular ponderal média em peso (My)
estimada de 1.250 x 10,

Analisando o espectro de HSQC podem ser observados sinais (C1/H1) na regido
anomérica em & 107,6/5,03, 107,0/5,21, 105,1/5,19, 104,7/5,15, 101,5/5,13, 100,9/5,20,
100,7/5,25, 98,4/4,97, 98,2/5,10 (FIGURA 26A). O grande nimero de sinais na regido
anomérica sugere que a fracdo RSFK2 ¢é composta por um heteropolissacarideo

(glucogalactomanana) de estrutura bastante complexa.
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FIGURA 26 - ESPECTRO DE 'H, ¥C HSQC DA FRACAO RSFK2 (A), OBTIDA A PARTIR DE
EXTRACAO ALCALINA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp., E DETALHE DA REGIAO ANOMERICA
DO HSQC ACOPLADO (B)

NOTA: Amostra solubilizada em D,0 (6 mg/0,4 ml), analisada a 50 °C; deslocamentos quimicos expressos em &
(ppm). FONTE: O autor (2014)
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Os sinais em & 107,6/5,03 e 107,0/5,21 podem ser atribuidos as unidades de galactose
na conformac¢do furanosidica e configuragio B (GORIN; MAZUREK, 1975). Os sinais em o
105,1/5,19 e 104,7/5,15 sugerem a presenca de unidades também de galactofuranose, mas
com configuragdo a, a qual foi confirmada pelas constantes de acoplamento (Jc-1,1-1) de 173,2
e 176,9 Hz, respectivamente (FIGURA 26B) (CHAMBAT et al., 1978; PRIETO et al., 2008;
SASSAKI et al., 2005; SMIDERLE et al., 2013). Os outros sinais observados em campo mais
alto de C1/H1 em o 101,5/5,13, 100,9/5,20, 100,7/5,25, 98,4/4,97, 98,2/5,10 podem ser
atribuidos a unidades de manopiranose, galactopiranose e gluicopiranose com configuragdes a.
A configuracdo o foi confirmada pelos valores das constantes de acoplamento obtidas através
da andlise do HSQC acoplado, Jcin.1 de 1745, 173,2, 170,1, 168,9 e 1714 Hz
respectivamente (FIGURA 26B).

No entanto, para a determinacdo da estrutura do heteropolissacarideo presente nesta
fracdo (RSFK2), a andlise de metilacdo, bem como experimentos adicionais de RMN tornam-
se indispenséveis, uma vez que se trata de um polimero de estrutura bastante complexa, e que
0s principais assinalamentos foram feitos apenas tendo como base dados de literatura.

A fragdo eluida no processo de ultrafitracdo, ESFK2 apresentou uma massa molecular
ponderal média em peso (M,,) estimada de 1.209 x 10*.

Analisando o espectro de HSQC podem ser observados sinais (C-1/H-1) na regido
anomérica em o 108,1/5,33, 107,8/5,26 e 99,3/5,03 (FIGURA 27A). Os sinais em 6 108,1 ¢
107,8 podem ser atribuidos as unidades de arabinose e galactose, presentes na conformacdo
furanosidica, nas configuragdes o e P, respectivamente (GORIN; MAZUREK, 1975).

Os valores das constantes de acoplamento (Jc.1n-1), determinados através do
experimento de HSQC acoplado (FIGURA 27B), confirmaram estes dados, uma vez que
apresentam Jc.ipn-1 de 1735, 174,8 e 170,2 Hz, respectivamente, indicando configuragdo o
para as unidades representadas pelos sinais em 6 108,1 e 99,3 e P para as unidades
representadas pelo sinal em 6 107,8 (PERLIN; CASU, 1969).
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE 'H, ')C HSQC DA FRACAO ESFK2 (A), OBTIDA A PARTIR DE
EXTRACAO ALCALINA DA BIOMASSA DE Paecilomyces sp., E DETALHE DA REGIAO ANOMERICA
DO HSQC ACOPLADO (B)

NOTA: Amostra solubilizada em D,0 (8 mg/0,4 ml), analisada a 50 °C; deslocamentos quimicos expressos

em & (ppm). FONTE: O autor (2014)

No entanto, para a determinacdo da estrutura do heteropolissacarideo presente na
fracdo eluida (ESFK2), a analise de metilacdo, bem como experimentos adicionais de RMN

tornam-se indispensaveis, para a determinacdo de sua estrutura quimica.
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Todas as fragcBes polissacaridicas obtidas de parede celular do fungo Paecilomyces sp.
mostraram ser compostas pelos monossacarideos manose, galactose e glucose, variando na
proporcao destes monossacarideos e os tipos de ligacdo.

Yu et al. (2009), em um trabalho com o fungo ascomiceto Cordyceps militaris, a partir
de extracdo alcalina com NaOH obteve uma fracdo solivel (CBP-1) composta por
glucomanogalactana, ja Smiderle et al. (2013) também em estudo com uma espécie do género
Cordyceps, Cordyceps militaris, observaram a estrutura de glucogalactomanana em uma
fracdo extraida com alcali (KOH).

A fracdo insolivel (IK2) proveniente da purificacdo por congelamento e degelo do
extrato alcalino K2, apresentou glc (48 %) gal (27 %) e man (25 %), como componentes
monossacaridicos (TABELA 17, pag. 69). Como esta fracdo se mostrou insolivel foi
submetida a uma extracdo com dimetilsulféxido (DMSO), gerando uma fracdo solivel SDIK2
(0,58 g) e outra insolivel em DMSO, PDIK2 (0,58 g) (FIGURA 28).

Extrato alcalino
(K2;2,90 g)

Congelamento/ degelo
Centrifugacdo

| |

Fracéo insolavel Fracdo solavel
(IK2; 1,57g) (SK2; 1,33 9)
Extragio com DMSO 1h, 60 °C,
Dialise

| |

Fracio soluvel Fracio insolavel
(SDIK2; 0,58g) (PDIK2; 0,58g)

FIGURA 28 - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO COM DMSO DA FRACAO IK2, OBTIDA A PARTIR DE
EXTRACAO ALCALINA
FONTE: O autor (2014)

A fracdo SDIK2 tem como componentes monossacaridicos Glc (57 %), Gal (26 %) e
Man (17 %), mas quando analisada por RMN-'3C (dados ndo mostrados) foram observados
apenas sinais referentes a presenca de proteina. A fracdo PDIK2, por sua vez, apresentou Glc
(53 %), Man (30 %) e Gal (17 %), quando analisada sua composicdo monossacaridica
(TABELA 17, pag. 69).

Como a fracdo insolivel PDIK2 apresentou um resultado interessante, quando a sua
capacidade biossortiva foi avaliada, resultado apresentado a seguir (item 7, pag. 82), e assim
como a fragdo SDIK2, quando analisada por RMN-3C (dados ndo mostrados), apresentou

apenas sinais referentes a presenca de proteina, utilizando Me;SO-dg como solvente.
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Buscando um solvente alternativo, foi obtido espectro de RMN-*C, ainda com pouca
definicdo dos sinais, quando utilizada uma mistura de D,O e NaOH (FIGURA 29).
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FIGURA 29 — ESPECTRO DE RMN-C DA FRACAO PDIK2 OBTIDA A PARTIR DE EXTRACAO COM
DMSO DA FRACAO IK2

NOTA: Amostra solubilizada em D,0O + NaOH (30 mg/0,4 ml), analisada a 70 °C; deslocamentos quimicos
expressos em 6 (ppm). FONTE: O autor (2014)

A auséncia de sinais em campo mais baixo que 6 102,3 indica que a galactose
presente, ndo esta na conformacdo furanosidica. Os sinais em 6102,3 e 101,4 podem ser
atribuidos a unidades com configuracio [, enquanto que os sinais em 6100,1 e 99,8, a
unidades com configuracdo o (GORIN; MAZUREK, 1975).

Os sinais em 6 84,2, 83,2 e 82,6 podem indicar a presenga de unidades (1—3)-ligadas,
enquanto que os sinais em & 78,7 e 77,2, a presenca de unidades (1—4)-ligadas (FIGURA
29). Estes resultados sé serdo confirmados através da analise de metilacdo desta fracdo, que
juntamente com andlises adicionais de RMN permitirdo a caracterizagdo da estrutura quimica
deste heteropolissacarideo.

Na regido de campo alto entre & 40,0 ¢ 20,0 (dados ndo mostrados) alguns sinais
puderam ser observados, indicando a presenca de proteina nesta fracdo, a qual pode estar ou
ndo complexada com o heteropolissacarideo, o que o torna mais insolivel.

Ainda analisando o espectro de RMN-13C desta fracdo, um sinal em campo mais
baixo, em 6169.1 (N-C=0; C8) e outro em campo mais alto, em 623.6 (N-CHjs; C7) (dados

ndo mostrados) puderam ser observados, estes sinais, em conjunto com alguns sinais em o
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102,3 (C1), 53,2-53,5 (C2), 70,2-74,2 (C3), 82,6-84,2 (C4), 70,2-74,2 (C5) e 60,0 (C6) podem
sugerir a presenca de quitina (KASAAI, 2010)

No entanto, para finalizar a caracterizacdio da estrutura quimica do
heteropolissacarideo presente na fracdo PDIK2, bem como determinar a presenca de quitina, a

analise de metilacdo e outras andlises de RMN sdo necessarias.

7. ANALISE DA CAPACIDADE BIOSSORTIVA DAS FRAGOES POLISSACARIDICAS
INSOLUVEIS EXTRAIDAS DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

De acordo com a hip6tese levantada neste trabalho de que os polissacarideos de parede
celular estariam envolvidos no processo de biossorcdo de corantes pelo micélio do fungo
Paecilomyces sp., buscou-se avaliar a capacidade biossortiva das fracfes insoliveis em éagua
(FIGURA 17, pag. 68), em um ensaio de atividade descorante. Para isso, foram utilizados
2 mg de quatro fragbes polissacaridicas (PDIK2, SDIK2, IHW E PFK2), como biossorvente, e
um mL de solucdo do corante azul RB220 na concentracdo de 100 mg/L (FIGURA 30).

IHW PDIK2 SDIK2 PFK2

FIGURA 30 - ATIVIDADE DESCORANTE COM AS FRAGOES POLISSACARIDICAS INSOLUVEIS
PDIK2, SDIK2, IHW E PFK2 EXTRAIDAS DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.
FONTE: O autor (2014)

Apobs ensaio de atividade descorante, a fracdo PDIK2 apresentou a melhor eficiéncia
de descoloracdo sendo 86 % do corante biossorvido pela fracdo (FIGURA 31). Esta fracdo foi
obtida através da extracdo da fracdo insolivel 1IK2 com DMSO (FIGURA 28, pag. 80) e
apresenta na sua composicdo os monossacarideos glc (52 %), man (30 %) e gal (17 %). Além

disso, analisando o0 espectro de RMN-3C (FIGURA 29, pag. 81) é possivel sugerir a presenca
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de quitina nesta fracdo, que poderia por sua vez estar relacionada a eficiéncia de descoloracéo
observada para a fracdo PDIK2.

Ja para as demais fracGes polissacaridicas, a eficiéncia de descoloracdo foi de 16 %
para a fragdo PFK2, 10 % para a fragdo IHW, e 5 % para a fragdo SDIK2. O micélio
processado do fungo Paecilomyces sp. foi utilizado como controle e apresentou eficiéncia de
descoloracdo em torno de 39 % (FIGURA 31).
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FIGURA 31 - CAPACIDADE BIOSSORTIVA DAS FRACOES POLISSACARIDICAS INSOLUVEIS PDIK2,
SDIK2, IHW E PFK2 EXTRAIDAS DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.
NOTA: O teste de atividade descorante foi realizado com 2 mg de cada fracdo polissacaridica insollvel,

utilizando-se o corante RB220 (100 mg/L) e o micélio de Paecilomyces sp. como controle do experimento.
FONTE: O autor (2014)

Devido a elevada eficiéncia de descoloracdo (86 %) pela fracdo PDIK?2 foi analisado
o0 envolvimento das proteinas e polissacarideos presentes nesta fracdo, no processo de
biossorgcdo. Para isso, foram realizadas digestdes enzimaticas utilizando-se protease (Pronase
E) (FIGURA 32) e glicosidase (FIGURA 34), buscando-se avaliar o comportamento da fragcdo
tratada em um ensaio de atividade descorante com o corante azul RB220.
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FIGURA 32 - CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA FRACAO POLISSACARIDICA INSOLUVEL PDIK2
EXTRAIDA DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp., TRATADA COM PROTEASE (PRONASE E)

NOTA: O teste de atividade descorante foi realizado com 2 mg de cada fracdo polissacaridica insolivel,
utilizando-se o corante RB220 (100 mg/L) e o micélio de Paecilomyces sp. como controle do experimento de
atividade descorante. EPDIK2: fragdo PDIK2 tratada com pronase E. CPDIK2: controle do experimento de
tratamento enzimatico (fracdo PDIK2 exposta as mesmas condices que a amostra EPDIK2, porém, sem

tratamento com protease). PDIK2 (fragdo pura, utilizada somente para o teste de atividade descorante).
FONTE: O autor (2014)

Analisando-se o resultado obtido no ensaio de atividade descorante com a amostra
EPDIK2 (fracdo PDIK2 tratada com proteinase) pode-se sugerir que a porcdo proteica da
fracdo ndo estd diretamente envolvida com o processo de biossorcdo de corante. ApOs 0
tratamento com a proteinase, ou seja, clivagem das ligacGes peptidicas, a eficiéncia de
descoloragdo manteve-se acima de 70 % similar ao controle CPDIK2 (fracdo PDIK2 apenas
com tampdo, sem enzima) (FIGURAS 32 e 33).

FIGURA 33 - ENSAIO DE ATIVIDADE DESCORANTE COM A FRACAO POLISSACARIDICA
INSOLUVEL PDIK2, EXTRAIDA DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp., TRATADA COM
PROTEASE (PRONASE E)

NOTA: O teste de atividade descorante foi realizado com 2 mg de cada fracdo polissacaridica insolivel,
utilizando-se o corante RB220 (100 mg/L) e o micélio de Paecilomyces sp. como controle do experimento de
atividade descorante. EPDIK2: fracdo PDIK2 tratada com pronase E. CPDIK2: controle do experimento de
tratamento enzimatico (fracdo PDIK2 exposta as mesmas condices que a amostra EPDIK2, porém, sem

tratamento com protease). PDIK2 (fragdo pura, utilizada somente para o teste de atividade descorante).
FONTE: O autor (2014)
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Buscando-se analisar o perfil de aminodcidos presentes nas fracdes PDIK2 e
EPDIK2 foi feita uma hidrolise com HCI 6 M com 1 % de fenol (SASSAKI et al., 2008). Os

aminoacidos presentes na fracdo PDIK2 estdo descritos na TABELA 19.

TABELA 19 - COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DA FRAGAO POLISSACARIDICA INSOLUVEL
PDIK2, EXTRAIDA DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp.

Aminoéacidos Tr (min) %
Isoleucina (lle) 57 20,3
Prolina (Pro) 6,9 75
Asparagina (Asn) 71 17,3
Glutamato (Glu) 8,9 47
Fenilalanina (Phe) 10,3 50,0

NOTA: Tr: tempo de retencdo. FONTE: O autor (2014)

Para a fracdo EPDIK2 tratada com proteinase, ndo foi possivel determinar um perfil
de aminoécidos, pois apenas alguns fragmentos de cada aminoacido puderam ser visualizados,
porém, nenhum aminoécido apresentou a fragmentacdo completa na analise por CG-EM. Com
isso, & possivel sugerir que o tratamento com a proteinase foi efetivo rompendo ligacbes
peptidicas, e que a hidrélise com HCI pode ter degradado os aminoacidos livres.

Para avaliar o envolvimento dos carboidratos presentes na fragdo PDIK2 no processo
de biossorcdo, esta fracdo foi tratada com a enzima glicosidase (Lysing Enzymes from
Trichoderma harzianum). As amostras foram incubadas com a enzima em tampdo acetato por
12 h a 30 °C. Posteriormente a fracdo tratada (GPDIK2) e o controle (CPDIK2) foram
submetidos ao ensaio de atividade descorante (FIGURA 34).

A amostra PDIK2, apds o tratamento com a glicosidase, apresentou uma diminuicao
na eficiéncia de descoloracdo de 29 % em relagdo ao controle CPDIK2 (controle do
tratamento enzimatico, ndo tratado com glicosidase). Pode-se sugerir que a diminuicdo da
eficiéncia de descoloracdo da solugdo de corante pela fracdo tratada (FIGURAS 34 E 35),
ocorreu pela clivagem de algumas ligagdes glicosidicas. No entanto, pelo fato da enzima
utilizada ser inespecifica, este tratamento enzimatico foi insuficiente para a digestdo completa

do material.
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FIGURA 34 — CAPACIDADE BIOSSORTIVA DA FRACAO POLISSACARIDICA INSOLUVEL PDIK2,
EXTRAIDA DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp., TRATADA COM GLICOSIDASE

NOTA: O teste de atividade descorante foi realizado com 2 mg de cada fracdo polissacaridica insolivel,
utilizando-se o corante azul RB220 (100 mg/L) e o micélio de Paecilomyces sp. como controle do experimento
de atividade descorante. GPDIK2: fragdo PDIK2 tratada com glicosidase. CPDIK2: controle do experimento de
tratamento enzimatico (fracdo PDIK2 exposta as mesmas condicBes que a amostra GPDIK2, porém, sem
tratamento com glicosidase). PDIK2 (fragfo pura, utilizada somente para o teste de atividade descorante).
FONTE: O autor (2014)

Assim, ainda s80 necessarios experimentos complementares, além de tratamentos
com outras enzimas como galactosidases e mananases, as quais clivam polissacarideos

especificos, para que seja possivel confirmar o papel do heteropolissacarideo presente na
fracdo PDIK2 na biossor¢do de corantes.

FIGURA 35 - ENSAIO DE ATIVIDADE DESCORANTE COM A FRACAO POLISSACARIDICA
INSOLUVEL PDIK2, EXTRAIDA DA PAREDE CELULAR DE Paecilomyces sp., TRATADA COM
GLICOSIDASE

NOTA: O teste de atividade descorante foi realizado com 2 mg de cada fracdo polissacaridica insollvel,
utilizando-se o corante azul RB220 (100 mg/L) e o micélio de Paecilomyces sp. como controle do experimento
de atividade descorante. GPDIK2: fracdo PDIK2 tratada com glicosidase. CPDIK2: controle do experimento de
tratamento enzimatico (fracdo PDIK2 exposta as mesmas condi¢fes que a amostra GPDIK2, porém, sem

tratamento com glicosidase). PDIK2 (fragdo pura, utilizada somente para o teste de atividade descorante).
FONTE: O autor (2014)
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8 CONCLUSAO PARTE Il

o Quanto a caracterizacdo quimica dos carboidratos de parede celular de Paecilomyces
sp. foram purificadas cinco fracdes polissacaridicas, IHW (1,04 g), SFHW (0,29 g), RSFK2
(0,06 g), ESFK2 (0,08 g) e PDIK2 (0,58 @), todas compostas por heteropolissacarideos de
manose, galactose e glucose, variando as propor¢des destes monossacarideos.

o Dados preliminares de RMN-*C da fragdo PDIK2 indicam a presenca de quitina.

o Dentre as fracBes polissacaridicas insoliveis (PDIK2, SDIK2, IHW e PFK2) testadas,
a fracdo PDIK2 proveniente da extracdo da fracdo IK2 com DMSO, apresentou a melhor
eficiéncia de descoloragéo, 86%.

o A fracdo PDIK2 ap6s o tratamento com a proteinase, manteve a eficiéncia de
descoloragdo acima de 70%, sugerindo a isencdo da porcdo proteica da fragdo no processo de
biossorcdo de corante.

o A fracdo PDIK2 ap6s o tratamento com a glicosidase apresentou diminuicdo na
eficiéncia de descoloragdo, sugerindo que a por¢do polissacaridica seja a principal
responsavel pela capacidade biossortiva.

o De acordo com os resultados obtidos, a fracdo PDIK2 purificada, apresenta potencial
para 0 uso em processos de biossorcdo de corantes téxteis, embora ainda sejam necessarios

estudos complementares relacionados a dindmica do processo biossortivo.
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