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Resumo

O principal objetivo deste trabalho consistiu em selecionar e avaliar diferentes estirpes
de fungos da podriddo branca da madeira (Fpb) quanto a capacidade de descoloracéo,
em condicOes similares as apresentadas na industria téxtil, utilizando o corante azo
Reativo Preto 5 (RP5). O corante Poly R-478 (PR478) foi utilizado como parametro
comparativo por ser considerado um indicador da atividade de enzimas existentes no
sistema ligninolitico dos Fpb. O trabalho inicial foi realizado com doze estirpes de Fbp
em meio de cultura solido e permitiu a selecdo das estirpes aptas em descolorir estes
corantes em condigOes restritivas. A extensdo da descoloragdo dos dois corantes e a
atividade das enzimas ligninoliticas envolvidas neste processo foram avaliadas,
utilizando-se as estirpes Trametes versicolor MUM 94.04, 04.100 e 04.101 para além da
estirpe modelo de estudo Phanerochaete chrysoporium MUM 94.15 (ATCC 24725), em
meio de cultura liquido (MCL) alcalino sob agitacdo. As estirpes T. versicolor
MUM 94.04 e MUM 04.100 apresentaram uma taxa de descoloracdo de 100 % em
MCL na presenca do corante RP5. Definido o valor de pH, foram realizados novos
ensaios com diferentes concentraces de NaCl adicionado a composi¢do do MCL com o
corante RP5. Os melhores resultados de descoloracdo e atividade enzimatica foram
obtidos em MCL contendo 15 g-I* de NaCl na sua composicdo, onde a estirpe
T. versicolor MUM 04.100 foi a Unica que apresentou uma taxa de descoloracdo de
100 %. Esta estirpe apresentou atividade de lacase (Lcc) e lignina-peroxidase (LiP) em
valores superiores aos obtidos nas melhores condi¢Ges de alcalinidade. Em MCL
agitado e com os parametros pH e concentracdo de NaCl otimizados, comparou-se a
capacidade da estirpe T. versicolor imobilizada em dois suportes sintéticos: espuma de
poliuretano (EPO) e esponja de “nylon” (EN), com os resultados obtidos com células
livres. Esta estirpe imobilizada em EPO e EN manteve uma taxa de descoloracdo do
corante RP5 igual ou superior a 85 % por 18 (6 ciclos) e 21 (7 ciclos) dias. A ampliagéo
da escala neste estudo foi feita em dois tipos de reatores: de leito fixo e de bancada. O
conjunto de experimentos realizados no reator de leito fixo com células livres e
imobilizadas proporcionou uma taxa de descoloragdo de 100 %. A adicdo de glicerol ao
meio de cultivo promoveu uma maior atividade da enzima lacase. Em contrapartida, o
controle rigido do pH nos ensaios com reator de bancada denotou a inibicdo do

microrganismo, necessitando-se assim uma maior investigagdo dos parametros de




operacdo. Além disso, verificou-se que indugdo da expressdo genética da lacase foi
superior quando o MCL possuia glicerol como co-substrato.

Em conclusédo, os excelentes resultados obtidos com a estirpe T.versicolor
MUM 04.100, proporcionara boas perspectivas futuras quanto a estudos de avaliacéo
dos mecanismos metabodlicos e de compostos intermediarios que sdo formados a partir
deste corante. Do mesmo modo, o aprofundamento do estudo do processo degradativo
do corante com esta estirpe poderé ser avaliado com fontes alternativas de carbono, que

poderdo potencializar a sintese e consequente aumento da atividade enzimatica Lcc.

Palavras chave: Trametes versicolor, Reativo Preto 5, condicdo alcalina, descoloracéo,
lacase.
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Abstract

The main goal of this work was to select and evaluate different strains of white rot
fungi (Wrf) to the capability to decolourise azo dyes in similar conditions to those
presented in the textile industry, using the Reactive Black 5 (RB5). The dye Poly R-478
(PR478) was used as a comparative parameter for being considered as an indicator of
the activity of the ligninolytic system of the Wrf. The initial assays were performed with
twelve strains of Wrf in solid medium which allowed the selection of strains able to
decolourise these dyes in restringent conditions.

The extension of the decolourisation for both dyes and the activity of the ligninolytic
enzymes involved in this process were evaluated, using the strains Trametes versicolor
MUM 94.04, 04.100 and 04.101, and the Phanerochaete chrysoporium MUM 94.15
(ATCC 24725) as reference strain, in alkaline liquid culture medium (LCM) under
stirring conditions. The strains T. versicolor MUM 94.04 and MUM 04.100 showed a
decolourising rate of 100 % in LCM with the presence of RB5. A optimal value of pH
was defined and new assays were made with different concentrations of NaCl added to
the composition of the MCL with the dye RB5. The best decolourising results and the
enzymatic activity were obtained in MCL containing 15g-1™* of NaCl in its composition,
where the strain T. versicolor MUM 04.100 presented a decolourising rate of 100 %.
This strain presented higher values of laccase (Lcc) and lignin-peroxidase (LiP) activity
when compared to those obtained in the best alkaline conditions. In stirred MCL with
RB5 and under optimised parameters of pH and NaCl, the capacity of the immobilised
strain in two synthetic carriers, polyurethane foam (EPO) and nylon sponge (EN), to
decolourise the dye was studied and compared with the results obtained for the free cell
cultures. This strain, immobilized in EPO and EN maintained a decolourising rate, for
the dye RB5, equal or higher than 85 % for 18 (6 cycles) and 21 (7 cycles) days. The
scale-up of this assay was performed using two types of reactors: fixed bed and stirred
tank. The set of assays performed in the fixed bed reactor with free and immobilized
cells provided a decolourising rate of 100 %. The addition of glycerol to the medium
promoted a higher activity of laccase. However, the pH control on the assays with the
stirred tank denoted the inhibition of the microorganism, thus requiring further research
of the operation parameters. Moreover, it was found that the induction of the genic

expression of the laccase was higher when using MCL with glycerol as a co-substrate.
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In conclusion, the excellent results obtained with strain T. versicolor MUM 04.100
will provide future prospects for studies of metabolic pathways and intermediates
meatabolites that are formed from this dye under biodegradation conditions.
Additionally, further study of degradation process of the dye with this strain can be
assessed with alternative sources of carbon, which may stimulate the synthesis and

consequent increase the Lcc activity.

Keywords: Trametes versicolor, Reactive Black 5, alkaline condition, decolourisation,

laccase.

viii



indice

Capitulo 1 INtrodUGa0 GEral .........cecuv i e 1
1.1, CONSIARIAGOES JEIAIS ......evitiiiieiiesieiete ettt sttt n bbb ene s 3
I ] o] 1€ 1Yo 1SS 4
1.3, ESHIULUIA 8 TESE....ccuviieee ittt bbbt 5

Capitulo 2 ReVISA0 da LItEratura.........cccceeeeririeieiie e e 7
2.1. IndUstria € eflUBNTES tEXTEIS ......ovveiveiiiriiiieiee e 9

2.1.1. Setor téxtil em POrtugal ..........cccoveiiiiiiiece e 9
2.1.2. EFTUBNTES tEXIRIS. ... eeveeeieiiee sttt sttt 10
2.2, COTANTES ...ttt ettt b e et b e e b b e e nne e ene e reeene e 12
2.2.1. Classificagao dOS COrANES .........ccveiveeriiiieieerie et 13
2.2.2. COMANTES BZ0 ..ouveiiiieiee ittt ettt sttt ettt et e e be e et e e sae et e e beeenteenaeeenes 16
2.3. Métodos de remocdo de corantes de efluentes tEXtEIS........ccccoveveeieieeiecieceenne. 18
2.4. Fungos da podriddo branca da madeira (Fpb) .......ccocovvveveiicicieceeee e, 21
2.4.1. Phanerochaete ChrySOSPOIiUM .........ccoviieiiiienciese e 22
2.4.2. Trametes VEISICOION ...cuviuiiiiieiie ittt 23
2.5. Enzimas modificadoras de lignina (LMES) .........ccccoceviieieie i 23
2.5.1. Lignina PeroXidase (LiP)........ccoiririiiiieieiese et 24
2.5.2. Manganés PeroXidase (MNP).........cccociiieiieii e 25
T B I Vo - (o) OSSPSR 27
2.5.4. Glioxal-0Xidase (GLOX) ......ccceiiiiiiiiiieiesie e 31
2.6. Selecdo de Fpb para tratamento de efluentes tEXteiS.........cccvvveveevciiece e, 32
2.6.1. Alguns fatores que influenciam o desempenho dos Fpb na descoloracdo de
(000 =V (oS (o) (=] OSSP R 34
2.7. Tip0S de ferMeNtaCaA0. ........ccveiiece e 42
2.8. REALOIES ...ttt b ettt nre e b e reeanne e 42
2.9. Etapas da INVESTIGAGAD ........cueviriereeriisiesiieie ettt 46

Capitulo 3 MateriaiS € MELOUOS ........ccveiuiiieiiecie et 47
BB 0] =01 (IS ()4 SR 49
3.2. Microrganismos € Meios de CUTUNA..........cccuiiiiiieiiieie e 50

3.2. 1. MICIOIQANISIMOS ...c.vveetieieieeitie et et e e e steeste et e e sae e st e et e e te e saeeanbeesreeenneen 50
3.2.2. MEI0OS dE CUIUIA ...t 50
K B0 T 10T 1 ] o 1SS 51
3.3, SUPOIES SINTELICOS ....vecviiiviciecie ettt re e ere e e 52
3.3.1. Espuma de poliuretano (EPO) e esponja de nylon (EN) .........ccccoevveiieinnnns 52




3.3.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)........ccooeviiniinienieneee e 52

3.4, MEL0UOS ANAITTICOS ... .c.viivieieiiieieie et 52
3.4.1. QuantificaGao dOS COTANTES .........ceriiuirieiieiieie et 52
3.4.2. Quantificagao da DIOMASSA ........ccerviiiriiieiee s 53
3.4.3. QUaNtifiCaCa0 da SACAIOSE .......cecvveereiiieeiecie e e rie e se e sre e sre e nas 53
3.4.4. Quantificacdo das atividades enZiMAatiCas ..........c.ccocvrvveiveieererene e 53

3.5. Descoloracdo de corantes téxteis por fungos ligninoliticos...........cccceevvvvivinnnns 55
3.5.1. Rastreio para a Selecd0o de eStIMPES .......ccviververieiiese e 55
3.5.2. Descoloragao dos corantes em Erlenmeyers sob agitagéo.............c.cccceeunee. 55
3.5.3. Utilizacdo de diferentes reatores na descoloragéo do corante RP5 .............. 57

3.6. Efeito da influéncia do pH e de diferentes fontes de carbono na expressdo génica

da lacase em T. versicolor MUM 04.100 ........ccccooiriiienininienineseeeeee e 61
3.6.1. Isolamento do DNA geNOMICO .......c.coveiveiieiieie e 61
3.6.2. DESENNO dOS PIIMEIS ....veeuveiiiecieeiie ettt sttt nas 62
3.6.3. Reagédo em cadeia da polimerase (PCR).......cccoeviriiininiineiee e 62

3.7. Isolamento dO RNA gENOMICO .....cc.veieiieiieeie et 64
3.7.1. Tratamento para eliminacdo das NUCIEASES...........c.cccvevveieeveeiie e 64
3.7.2. Extracao do RNA fUNQGICO ....c.ovveriiiiieieiiie e 64

3.8..S0NUAS DIG ..ot 66

3.9. Eletroforese com gel MOPS/Formaldeido de RNA ..., 66
3.9.1. NOINErN BIOT ... s 67

3.10. Reacdo de transcriptase reversa de cadeia de polimerase (RT-PCR)................ 69
3.10.1. Sintese do DNA complementar (CDNA) ........cccoeiveieiiieveee e 69
3.10.2. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) segundo a Invitrogen.................. 69
3.10.3. Quantificacdo dos niveis de eXpressao geNICa..........cccvvvvevververieseerieseenne 70

Capitulo 4 RESUITAAOS. ........ocueeiiieiecie sttt re e 71

4.1. Rastreio das estirpes na descoloragdo de corantes tEXteiS.........cccovrvrerererennnns 73
4.1.1. Efeito da concentracgdo dos corantes RP5 e PR478 na descoloragéo ........... 73
4.1.2. Efeito do pH na descoloracdo dos COrantes............cccvevveeveeveeeiresieseesie e 75
4.1.3. Efeito da adicdo de NaCl ao meio alcalino na descoloragéo dos corantes... 77

4.2. Descoloracdo de corantes téxteis em meio de cultura liquido (MCL) ................ 81
4.2.1. Descoloracdo de RP5 e PR478 em meio de cultura alcalino....................... 81
4.2.2. Descoloragdo de RP5 em meio de cultura salino ..........ccccceeeviiiicncinninne. 92
4.2.3. Utilizacdo da estirpe T. versicolor MUM 04.100 imobilizada na
deSCOlOragao de RPS5......c..i e 97

4.3. Descoloragédo de RP5 em reatores pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 ..... 102
4.3.1. Reator continuo de 18110 FIXO0 .......ccevuiiiiiiiiiie e 102
4.3.2. Estudos em condigOes fed-batCh..........ccooviiiiiiii 108




4.4, EXPressao geniCa A laCaSE........couiiriiiiiiieieeie sttt 111

CaPItUIO 5 DISCUSSAD .....veeuveerieiiiesieeie e ste e e seeste et e et e e e saeestesbeebeaneesnaeeeenee e 115
5.1. Selecéo de estirpes de Fpb na descoloracdo de corantes téXteis...........ccccueeveee. 117
5.2. Descoloragdo de corantes téxteis em Erlenmeyers..........ccoceoevevenciencncnenn 117
5.3. Utilizacéo de células imobilizadas para descoloracdo de corantes.................... 119
5.4. Descoloragio de RP5 €M FEALOIES .........ccueveierierienieriesie s 120
5.5. Expresséo génica de enzimas ligninolitiCa..........ccoceoeireiiiiniiiicic e 121

Capitulo 6 CONCIUSAD ......ccvveeieiieiie e 123
B.1. CONCIUSOES GEIAIS .....eveiieieeieeie ettt 125
6.2. PErsPECIVAS TUTUIAS ......ouviiiiiieieesiese e 126

Capitulo 7 BiblOgrafia.........ccccoveiieie i e 129

Xi






Lista de abreviaturas e siglas

AL7 Acido Laranja 7

AAO Aril alcool-oxidase

AV Alcool veratrilico

CBR Reator bioldgico de contato rotativo
CDH Celobiose-desidrogenase

C.L Colour Index

DEPC Dietilpirocarbonato

D.L. Decreto Lei

DNA Acido desoxirribonucléico

EN Esponja de “nylon”

EPO Espuma de poliuretano

FS Fermentacdo submersa

FES Fermentacdo em estado sélido
GLOX Glioxal-oxidase

H,0, Perdxido de hidrogénio

HBT 1-hydroxibenzotriazole

Lcc Lacase

LiP Lignina-peroxidase

MCS Meio de cultura sélido

MCL Meio de cultura liquido

MEV Microscopia eletronica de varredura
MiP Manganés-independente-peroxidase
MPA Meio de pré-adaptacédo

MUM Micoteca da Universidade do Minho
MnP Manganés-peroxidase

OoMC Oxidases multi-cobre azuis

PR478 Poli R-478

QR quinona redutases

RBBR Remazol Brilhante Azul R

RNA Acido ribonucleico

RP5 Reativo Preto 5

RSM Metodologia de superficie de resposta

RT-PCR Reacéo de transcriptase reversa de cadeia de polimerase

xiii



SDS
SML
SSC
S.S.
VP

Sulfato dodecil de sddio
Sistema mediador de lacase
Solucao salina citrato
Sélidos suspensos
Versatil-peroxidase

Xiv



Lista de figuras

Figura 2.1. Representacdo esquematica dos efeitos diretos e indiretos gerados por
efluentes téxteis ao ecossistema (Adaptado Verma et al., 2012). ............... 12

Figura 2.2. Representacdo esquematica da sintese de corantes azo bioacessiveis
(Martins et al., 2001). ....ccooiieireieceee e s 17

Figura 2.3. Representacdo esquematica da degradacao de corantes azo: (A) Aerdbio e
(B) Anaerdbio (vanderZee e Villaverde, 2005; Gongalves et al., 2008)...... 20

Figura 2.4. Estrutura de um segmento polimérico da lignina (Brunow, 2001). ............ 22

Figura 2.5. Diagrama esquematico da degradacdo da lignina pelo sistema enzimatico de
Fpb. Lcc: lacase; SML: sistema mediador de lacase; LiP: lignina-
peroxidase; MnP: manganés-peroxidase; VP: versatil-peroxidase; H,O-GO:
geracdo de oxidases; AAD; aril alcool desidrogenases; QR: quinona

redutases (Adaptado de Dashtban et al., 2010). ........ccceevvevveveiiece e, 24
Figura 2.6. Mecanismo de acdo da Lcc em substratos fenélicos (A) e ndo fendlicos (B)
(Brijwani et al., 2010).......ccceiiiiieiieieee e s 30
Figura 2.7. Fluxograma das etapas de investigacdo do presente trabalho.................... 46

Figura 3.1. Reator continuo de leito fixo operado com células livres e imobilizadas: (1)
alimentacdo, (2) bomba peristaltica, (3) entrada da alimentacdo, (4) entrada
de ar, (5) retirada da amostra, (6) saida do descarte, (7) descarte, (8)
(070] Lo LT g 1SY=To (o PSSRSO S PSR 58

Figura 4.1. Descoloracdo de RP5 por 4 estirpes de Fpb em condi¢cfes extremas de pH e
salinidade: 1: Controle; 2: NaCl 5,0 g-I"; 3: NaCl 10,0 g-I™; 4: NaCl 15,0
g-I": 5: NaCl 20,0 g-I"%; pH 9,0; 30 °C; 28 dias de incubagio.................... 78

Figura 4.2. Descoloracao de PR478 por 4 estirpes de Fpb em condicdes extremas de pH
e salinidade: 1: Controle; 2: NaCl 5,0 g-I""; 3: NaCl 10,0 g-I™"; 4: NaCl 15,0
g1, 5: NaCl 20,0 g-I"*; pH 8,0; 30 °C; 28 dias de incubacfo..................... 79

Figura 4.3. Efeito do pH na descoloracdo de RP5 por T. versicolor MUM 94.04.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacdo de biomassa e atividade enzimética. Condi¢Ges: 150 rpm durante
7AI8S @ 30 OC. .ottt 82

Figura 4.4. Efeito do pH na descoloracdo de RP5 por T. versicolor MUM 04.100.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacdo de biomassa e atividade enzimatica. Condi¢fes: 150 rpm durante
7AIaS @30 OC. .oiiiiiiecece et are s 83

Figura 4.5. Efeito do pH na descoloracdo de RP5 por T. versicolor MUM 04.101.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacdo de biomassa e atividade enzimética. Condigdes: 150 rpm durante
7 dIaS @30 OC. ot 84

XV



Figura 4.6. Efeito do pH na descoloragdo de RP5 por P. chrysosporium MUM 94.15.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacéo de biomassa e atividade enzimatica. Condigdes: 150 rpm durante
7 dIaS @30 OC. o 85

Figura 4.7. Efeito do pH na descoloragéo de PR478 por P. chrysosporium MUM 94.15.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacdo de biomassa e atividade enzimatica. Condi¢fes: 150 rpm durante
7AI8S @ 30 OC. ..ot 86

Figura 4.8. Efeito do pH na descoloracdo de PR478 por T. versicolor MUM 94.04.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacéo de biomassa e atividade enzimatica. Condigdes: 150 rpm durante
7 dIaS @30 OC. ..t 87

Figura 4.9. Efeito do pH na descoloragéo de PR478 por T. versicolor MUM 04.100.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacdo de biomassa e atividade enzimatica. Condi¢Ges: 150 rpm durante
7AI8S @ 30 OC. .ot 88

Figura 4.10. Efeito do pH na descoloracdo de PR478 por T. versicolor MUM 04.101.
Coluna (1) Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de sacarose; (2)
Formacdo de biomassa e atividade enzimética. Condigdes: 150 rpm durante
7 dIaS @30 OC. ottt et 89

Figura 4.11. Efeito da concentracdo de NaCl na descoloracdo de RP5 por T. versicolor
MUM 94.04. Coluna 1: Descoloracdo, formacao de biomassa e consumo de
sacarose; Coluna 2: Formacdo de biomassa e atividade enzimatica.
Condicgoes: pH 9,5, 150 rpm durante 28 dias a 30 °C.........cceevvevevverieennnnn, 93

Figura 4.12. Efeito da adicdo de NaCl na descoloracdo de RP5 por T. versicolor MUM
04.100. Coluna 1: Descoloracao, formacdo de biomassa e consumo de
sacarose; Coluna 2: Formacdo de biomassa e atividade enzimatica.
Condigoes: pH 9,5, 150 rpm durante 28 dias a 30 °C........cccceeveevvvererennnne 94

Figura 4.13. Efeito da adi¢do de NaCl na descoloracdo de RP5 por T. versicolor MUM
04.101. Coluna (1) Descoloragdo, formacgdo de biomassa e consumo de
sacarose; (2) Formacdo de biomassa e atividade enzimatica. Condicdes: pH
9,5, 150 rpm, 30 °C POr 28 di@s. .......cceeeevireiereereeeeeee e, 95

Figura 4.14. Efeito da concentacdo de NaCl na descoloracdo de RP5 por P.
chrysosporium MUM 94.15. Coluna 1: Descoloracdo, formacdo de
biomassa e consumo de sacarose; Coluna 2: Formacdo de biomassa e
atividade enzimatica. CondicGes: pH 9,5, 150 rpm durante 28 dias a 30 °C.

Figura 4.15. Imagens obtidas por MEV para os suportes EPO e EN: (a) corresponde
aos suportes sem adesao fungica e (b) suporte colonizado por T. versicolor,
ap0s 7 dias de INCUDAGAD............cuivrieieieie e 98

Xvi



Figura 4.16. Descoloracdo de RP5 ao longo de cada ciclo fermentativo pela estirpe T.
versicolor MUM 04.100 imobilizada em EPO.........ccccoocevieiininiieiecnnne 100

Figura 4.17. Descoloracdo de RP5 ao longo de cada ciclo fermentativo pela estirpe T.
versicolor MUM 04.100 imobilizada em EN. ........cccccoevviiiiiiniiciec 101

Figura 4.18. Formacéo de biomassa ao longo de cada ciclo fermentativo pela estirpe T.
versicolor MUM 04.100 imobilizada nos suportes sintéticos EPO e EN.. 101

Figura 4.19. Descoloracdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em reator
continuo de leito fixo. A: Meio de cultura renovado ap6s 8 h de
fermentacdo; B: Introducdo da fonte de alimentacdo (3° dia); C: 4° dia de
fermentagdo com fonte de alimentagao. ...........ccovvvriiinieicnesc e 102

Figura 4.20. Descoloragdo de RP5 por células livres da estirpe T. versicolor MUM
04.100. Meio alcalino ajustado a pH 9,5. ... 104

Figura 4.21. Descoloragdo de RP5 por células livres da estirpe T. versicolor MUM
04.100. Meio alcalino ajustado a pH 9,5 e concentracdo de NaCl de 15 g-1™.

Figura 4.22. Descoloracdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 imobilizada
em EPO. Meio alcalino ajustado a pH 9,5 e concentracdo de NaCl de 15 g-I’

1
SRS SSPSPSPRPN 106

Figura 4.23. Descoloragdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 imobilizada
em EN. Meio alcalino ajustado a pH 9,5 e concentracdo de NaCl de 15 g-1™%.

Figura 4.24. Descoloragdo de RP5 em reator de bancada de 2 | pela estirpe T. versicolor
MUM 04.100. A: Reator com MCL inoculado com a estirpe T. versicolor
MUM 04.100; B: Reator ap6s 4 h de fermentacdo. Condi¢oes: pH (8,0-9,5),
150 rpm durante 7 dias @ 30 OC........coveiuiiieiiesie e 108

Figura 4.25. Descoloracdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em MCL
com o pH ajustado a 8,0-9,5. Condig¢des: 150 rpm durante 7 dias a 30 °C.109

Figura 4.26. Descoloragdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em MCL o
pH ajustado a 8,0-9,5 e 15 g:I™* de NaCl. Condigdes: 150 rpm durante 7 dias

Figura 4.27. Membrana de nylon sem carga utilizada para a deteccdo da expressao
génica da Lcc da estirpe T.versicolor MUM 04.100, com diferentes fontes
de carbono e em diferentes tempos por Northern blot. Sendo (|) o controle
POSITIVO. 1ottt e e e e e e 111

Figura 4.28. Detec¢édo da expressao génica da Lcc sintetizada pela estirpe T. versicolor
MUM 04.100, em diferentes condi¢Bes por RT-PCR. Colunas (A) MCL sem
ajuste de pH; (B) MCL a pH 9,5. Fontes de carbono analisadas - Colunas (1)
glicose, (2) sacarose, (3) gliCerol. ... 112

XVii



Figura 4.29. Expressdo da enzima Lcc da estirpe T. versicolor MUM 04.100 por RT-
PCR, determinada por analise densitométrica. Fontes de carbono analisadas:
(1) glicose, (2) sacarose, (3) glicerol, a valores de pH iniciais de 5,45 e 9,5.

xviii



Lista de tabelas

Tabela 2.1. Caracteristicas tipicas de efluentes de um processo de tingimento téxtil

(Lau e 1SmMail, 2009)......ccuiiiiiieieiieieeie e s 11
Tabela 2.2. Classificacdo e exemplos de alguns corantes, com base na estrutura quimica

(Adaptado de Rodriguez Couto, 2009; Ali, 2010)......c.cccevveiereeieeieieene 14
Tabela 2.3. Classificacdo dos corantes de acordo com o0 método de aplicacdo (Adaptado

de Gupta e Suhas, 2009; Ali, 2010; Sandhya, 2010).......c.cccevvevierverirennenn 15
Tabela 2.4. Métodos fisico-quimicos para a remocdo de corantes de efluentes téxteis

(Adaptado Rodriguez Couto, 2009; Verma et al., 2012)........ccccceevvvrvenenn. 19
Tabela 2.5. Caracteristicas dos dois principais grupos de LMEs de Fpb. (Adaptado de:

Rodriguez Couto, 2009; Dashtban et al., 2010; Maciel et al., 2010).......... 26
Tabela 2.6. Aplicacdes industriais de Lcc de FPDh ....oovevveccicceee 29
Tabela 2.7. Degradacao de corantes sintéticos por Fpb ........cccccveveieevieic e, 35
Tabela 2.8. Descoloracdo de corantes sintéticos por Fpb em diferentes reatores.......... 43
Tabela 3.1. Caracteristicas gerais dos corantes utilizados neste estudo ........................ 49
Tabela 3.2. Fungos selecionados para 0 eStUdO..........c.ccvrererireninieieee e 50
Tabela 3.3. Condigdes dos ensaios realizados em reator continuo de leito fixo ........... 59
Tabela 3.4. Primers desenhados de T. versicolor MUM 04.100...........cccccevenirinennnnn 62
Tabela 3.5. Pardmetros usados para a reagdo de PCR .........ccccviiiiiiiiienc e 63
Tabela 3.6. Componentes para sintese de CDNA ..o 69
Tabela 3.7. Parametros usados para a rea¢do de PCR .........ccccccveie e 70

Tabela 4.1. Avaliacdo do efeito da concentracdo dos corantes RP5 e PR478 na
descoloracao por estirpes de FPD........cccoveeiiiie e 74

Tabela 4.2. Efeito do pH na descoloracdo dos corantes RP5 e PR478 por estirpes de

Tabela 4.3. Descoloracdo de RP5 e PR478 por 4 estirpes de Fpb em condigdes
extremas de pH e Salinidade ...........ccoeieiiieieniiee 80

Tabela 4.4. Determinacdo da atividade enzimética de Fpb imobilizados em EPO e EN

Xix






Capitulo 1 Introducéo Geral







Capitulo 1 Introducéo Geral

1.1. Considerac0es gerais

A contaminagdo de ambientes aquéticos decorrente da emissdo de compostos
poluentes de diversos segmentos industriais €, atualmente, um grande desafio
econdmico, social e ambiental.

A 4gua é um recurso natural renovavel, mas finito. Leis ambientais que regem a
preservacao dos recursos hidricos, sdo cada vez mais restritivas e rigidas e, deste modo,
conduzem as industrias a encontrar alternativas eficientes quanto ao consumo e
reutilizacdo deste bem essencial, investindo em tratamentos adequados, que agreguem
baixo custo e maior eficiéncia.

A indUstria téxtil destaca-se como uma das indistrias que mais contribuem neste
contexto. Visto que elimina, durante o processo de tingimento, elevados volumes de
efluentes. Tais efluentes tém como principais caracteristicas (1) a coloracdo intensa,
decorrente da presenca de corantes que ndo sao fixados as fibras durante o processo de
tingimento, (2) os elevados valores de pH e (3) de sais. A toxicidade associada aos
efluentes industriais pode estar intimamente relacionada com a presenca de compostos
quimicos recalcitrantes, nomeadamente corantes azo.

Devido ao fato destes compostos serem recalcitrantes, métodos fisico-quimicos e
biol6gicos convencionais sdo aplicados. Porém, tém custo elevado e/ou geram elevados
volumes de lodo ativado ou ainda, convertem o corante em compostos mais toxicos que
o de origem, tornando-se ineficientes.

A micorremediacdo é referenciada, em diversos segmentos de estudos, para o controle
da poluicdo ambiental em solos e dguas contaminadas por compostos xenobidticos e
recalcitrantes. Dentre os fungos utilizados para aplicacdo no tratamento de efluentes
contaminados, destacam-se 0s fungos da podriddo branca da madeira (Fpb), que
utilizam um complexo de enzimas ligninoliticas extracelulares e inespecificas, capazes
de degradar a lignina e compostos poluentes de estruturas complexas e similares a este
polimero. Deste modo, os Fpb apresentam potenciais caracteristicas para sua aplicacdo
no tratamento destes efluentes.

O fungo filamentoso Phanerochaete chrysosporium é um basidiomiceto ligninolitico,
extensivamente estudado como eficiente na degradacdo da lignina. Muitas reacgdes
bioquimicas e fisioldgicas relacionadas com a degradagdo da lignina foram

primeiramente detectadas em culturas de P.chrysosporium e, posteriormente, em
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culturas de outros microrganismos pertencentes a este filo. Devido a esta capacidade de
degradar este polimero fendlico de estrutura altamente complexa e recalcitrante, este
microrganismo é muitas vezes integrado nos estudos de descoloracdo de compostos de
estrutura semelhantes, que sdo responsaveis pela contaminacdo do meio ambiente.
Contudo a investigacdo de novas estirpes promissoras, assim como a elucidacdo das
enzimas ligninoliticas envolvidas no processo de descoloracéo, torna-se necessaria.

Muito embora, um grande nimero de trabalhos seja desenvolvido neste segmento, os
parametros adotados estdo, muitas vezes, distantes da realidade das principais
caracteristicas das aguas residuais da industria téxtil que, para além de apresentarem
uma coloragdo intensa, possuem em muitos casos elevados valores de pH e de
concentracgéo de sais.

Deste modo, a selecdo e identificacdo de estirpes fungicas com tal capacidade, assim
como estudos aprofundados das enzimas envolvidas no processo degradativo,
possibilitardo uma ampliacdo na aplicacdo de Fpb em processos de tratamento de
efluentes téxteis.

1.2. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi identificar estirpes promissoras de fungos da
podridao branca da madeira, para o tratamento de aguas residuais da industria téxtil.
A fim de cumprir 0 objetivo principal, os seguintes estudos desenvolvidos foram:
= Rastreio e identificacdo de linhagens fangicas com capacidade de degradacédo
bioldgica de corantes azo provenientes da industria téxtil;
= Estudo das condi¢cbes ambientais (composicdo do meio, pH, agitacdo e
oxigenacdo) que permitam as linhagens fangicas o melhor desempenho na
degradacéo biologica de corantes azo;
= Investigacdo do perfil enzimatico envolvido na degradacdo do corante, com
especial énfase na lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP),
lacase (Lcc) e glioxidase (GLOX);
= Caracterizacdo da atividade enziméatica de modo individual e estudo da sinergia
destas enzimas inferindo sobre o papel na degradacéo;
= Estudo com célula fangica imobilizada para tratamento de efluentes;

= Estudo em biorreatores;
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= Estudo da expressdo génica da LiP, MnP e Lcc, em resposta a diferentes fontes
de carbono com variadas concentracfes, de modo a otimizar e maximizar as
condi¢bes para a producdo das enzimas responsaveis pela degradacdo de

corantes.

1.3. Estrutura da tese

Esta tese foi organizada em 7 capitulos.

O capitulo 1 apresenta 0s aspectos gerais nos quais se encontra a motivacao para o
desenvolvimento deste estudo. Em decorréncia desta motivacdo, foram tracados
objetivos que nortearam o desenvolvimento dos ensaios.

A revisdo da literatura é apresentada no capitulo 2, cujo objetivo foi a introducdo dos
fundamentos tedricos e o estado da arte dos aspectos mais diretamente relacionados ao
tema. Este capitulo inicia-se descrevendo aspectos gerais relacionados a industria téxtil
e seus efluentes, assim como as leis que regem a preservacao da agua. Posteriormente,
aborda as diferentes classes de corantes, dando maior atencdo aos corantes azo. S&o
descritos diferentes tratamentos para estes efluentes, destacando-se a potencial
utilizacdo de Fpb. Neste contexto, ressalta-se a importancia de estudos direcionados ao
reconhecimento a nivel molecular das enzimas produzidas por estes microrganismos
(énfase a lacase) devido a grande potencialidade na utilizacdo desta enzima, ndo sé
neste setor, como em outros segmentos industriais. Por fim, sdo apresentados: métodos
de selecdo de estirpes promissoras, tipos de cultivo e ampliacdo de escala em
biorreatores.

O capitulo 3 descreve os materiais e métodos utilizados para a realizacdo deste
trabalho. Este capitulo divide-se em duas partes, onde inicialmente estdo descritos os
procedimentos efetuados para a selecdo e otimizacdo do meio de cultivo para a
degradacdo do corante e, posteriormente, os estudos moleculares destinados ao
reconhecimento da expressdo génica das enzimas envolvidas na degradagdo do corante
em diferentes fontes de carbono.

O capitulo 4 apresenta a analise do conjunto dos resultados obtidos nas varias etapas
do trabalho e, na sequéncia, os resultados sdo discutidos no capitulo 5.

O capitulo 6 resume as principais conclusdes obtidas no trabalho, e também apresenta

perspectivas e sugestdes para trabalhos futuros.




Capitulo 1 Introducéo Geral

O capitulo 7 contém as referéncias bibliograficas que serviram de apoio para o

desenvolvimento deste estudo.
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2.1. Industria e efluentes téxteis
2.1.1. Setor téxtil em Portugal

A indUstria téxtil e de vestuario nacional, permitiu a Portugal manter-se em uma
posicdo relevante no ranking de exportadores da Unido Europeia (UE). Desde 2000,
Portugal foi classificado entre os dez maiores exportadores de téxteis na UE,
correspondendo a 4,3 % das exportacdes totais e 18,5 % das exporta¢des nacionais. Em
Portugal, a industria téxtil estd concentrada em trés regides: Norte, Centro e Lisboa. As
maiores fabricas deste setor industrial estdo concentradas por todos os Distritos do Porto
e de Braga (Lucas, 2009).

Durante as diferentes etapas de tingimento, ocorre um grande consumo de agua e séo
também produzidos, grandes volumes de efluentes de composicao variada (Hessel et al.,
2007). Considerando tanto o volume como a composicdo dos efluentes gerados, a
industria téxtil é classificada como a mais poluente entre os setores industriais (Gomes
et al., 2005; Kumari e Abraham, 2007; Andleeb et al., 2010). Os efluentes da inddstria
téxtil, que contenham corantes sdo altamente coloridos e, sdo portanto, visualmente
identificaveis (Ali, 2010). Para além das questbes estéticas, segundo uma pesquisa
realizada pela Ecological and Toxicological Association of the dyestuff (ETDA) dentre
mais de 90 % de 4000 corantes testados, os valores de Dose Letal 50 (DL50) obtidos,
foram superiores a 2.000 mg-kg™ de peso corporal (Ayed et al., 2009).

Apos a insercdo da Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 23
de Outubro, que entrou em vigor em 22 de Dezembro de 2000 (Diretiva Quadro da
Agua-DQA), uma politica cada vez mais restritiva com relacio a preservagio da
qualidade da agua foi imposta (Implementacdo da directiva quadro da dgua 2000-2005).
Inserida neste ambito, a industria do segmento téxtil vem recebendo cada vez mais
pressdes para se adequar a este contexto.

A legislacdo ambiental na UE evoluiu nas ultimas trés décadas. A adocdo em toda UE
da Diretiva 96/61/CE de 24 de setembro de 1996, relativa a prevencdo e controle
integrado da poluicdo (Integrated Prevention Polution Control - PCIP ou IPPC) por
meio de licengcas ambientais, integrou uma abordagem quanto ao desempenho das
instalacOes téxteis. Estas licencas foram baseadas no principio da utilizacdo de Melhores
Teécnicas Disponiveis (MTD) e documentos de referéncia para a industria téxtil (BREF).

As instalagdes abrangidas no Anexo | desta Diretiva Europeia, sdo obrigadas a obter
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uma autorizacdo concedida pelas autoridades dos Estados-Membros da UE. As
atividades relacionadas com a industria téxtil foram igualmente nesta Diretiva reunidas
e inclui a obrigatoriedade de instalagdes de pré-tratamento (operacbes de lavagem,
branqueamento, mercerizacdo) ou ao tingimento de fibras ou téxteis cuja capacidade de
tratamento excedesse 10 toneladas por dia. O Decreto-Lei n.°194/2000, de 21 de
Agosto, também conhecido como diploma PCIP, transpds para o direito interno a
Diretiva IPPC. Neste D.L. a categoria 6.2 do seu Anexo | sofreu entretanto algumas
alteracdes (Cattoor, 2007).

O estabelecimento de normas de descarga de efluentes, especificamente aplicaveis as
unidades industriais do setor téxtil, excluindo o subsetor dos lanificios é regulado pela
Portaria Setorial n° 423/97 de 25 de junho e pelo Anexo XVIII do D.L. n° 236/98 de 01
de Agosto.

2.1.2. Efluentes téxteis

A &gua é um bem raro e precioso, porém apenas uma infima parte das reservas ainda
existentes (cerca de 0,03 %) se encontram disponiveis para o consumo humano. O
crescimento da populacdo mundial e da industria resultam num consumo cada vez maior
deste recurso natural, muito embora a oferta disponivel permaneca constante (Prigione
et al., 2008).

As industrias dos setores téxtil, papel, cosméticos, farmacéuticas e de alimentos tém
contribuido subtancialmente para a elevacdo da poluicdo ambiental, uma vez que
corantes e outros compostos quimicos sdo descartados como efluentes, sem prévio
tratamento em rios e outras fontes naturais de dgua (Nozaki et al., 2008; Aravind et al.,
2010; Tang et al., 2011). Porém, a crescente aplicacdo de legislacBes restritivas e rigidas
combinadas com o aumento da consciéncia do impacto ambiental e da elevacdo do
custo da agua, obrigam cada vez mais as industrias a investirem em tratamentos e
também no reuso dos efluentes (Maier et al., 2004; Vanhulle et al., 2008).

A principal caracteristica deste tipo de efluente é a sua intensa coloracéo, decorrente
da presenca de corantes em sua composi¢do. A producgdo total de corantes no mundo é
estimada em 800.000 toneladas por ano e geralmente 20 % dos corantes utilizados
entram no meio ambiente na forma de residuos (Ciullini et al., 2012). Mesmo em
pequenas quantidades (1 mg-1™) certos corantes sdo visualmente detectaveis (Zonoozi et
al., 2008).

10
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Conforme apresentado na Tabela 2.1, os efluentes téxteis também séo caracterizados
por flutuagBes extremas em muitos parametros, tais como: demanda quimica de
oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), pH e salinidade. Além disso,
possuem em sua composicdo agentes quelantes, surfactantes, sélidos suspensos (SS)
entre outros componentes (Gao et al., 2007; Dubé et al., 2008; Kaushik e Malik, 2009;
Faraco et al., 2009a; Verma et al., 2010; Yesilada et al., 2010; Phugare et al., 2011).

Tabela 2.1. Caracteristicas tipicas de efluentes de um processo de tingimento téxtil (Lau e
Ismail, 2009).

Aspectos/Componentes Valor
pH 2,0-10,0
Temperatura, °C 30-80
DQO, mg-I* 50-5000
DBO, mg-I™ 200-300
SS (totais), mg-1™ 50-500
Nitrogénio organico, mg-1™ 18-39
Fésforo total, mg-1™ 0,3-15
Cromio total, mg-1™ 0,2-0,5
Cor, mg-I™* > 300

Como referido na Tabela 2.1, para cada um dos parametros envolvidos, uma gama de
valores é descrita, confirmando a grande variabilidade na composi¢do dos efluentes
gerados durante o processo de tingimento. Existem muitas classes de corantes utilizadas
para o processo de tingimento e posteriormente serdo descritas na Secéo 2.2.1.

Dentre os corantes atualmente utilizados, os corantes reativos s&o 0s mais difundidos.
De um modo geral, os corantes reativos em compara¢do com outras classes de corantes,
apresentam uma fixacdo a fibra muito baixa, onde cerca de 5-50 % permanece no
efluente (Lau e Ismail, 2009).

O descarte destes efluentes para o ecossistema aquatico, sem tratamento prévio, ndo se
limita a um problema estético. Estes efluentes geram efeitos nocivos de forma direta ou
indireta (Figura 2.1) ao meio ambiente e consequentemente ao Homem (Verma et al.,
2012).

11
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Descarte de efluentes téxteis ao meio ambiente

Efeito direto < > | Efeito indireto
Reducdo da penetracao de luz solar devido A integridade dos organismos

sl a presenca de corantes mesmo em aquaticos ¢ comprometida (Singh |
pequenas quantidades, alterando-se a e Arora, 2011).

atividade fotossintética das plantas
aquaticas (Moya ef al., 2010).

Eutrofizacdo

Aumento da DQO, pela extingdo do ( Duarte ¢ Boaventura, 2008)
oxigénio disponivel nas aguas receptoras e

reducdio da DBO comprometendo deste

modo a vida aquética (Palit, 2010). Efeitos adversos a saude humana
através da biomagnificagdo na

cadeia trofica: (microtoxicidade,

goluu;ao dd? . lagllasd subterlraneas, genotoxicidade, imunossupressdo
ecorrente da lixiviacdo de contaminantes e mutagenicidade) (Cing e

atraves do solo (Puvaneswari ez al., 2006). Yesilada, 2004; Singh e Arora
2011).

N

W

N

v

Figura 2.1. Representacdo esquematica dos efeitos diretos e indiretos gerados por efluentes
téxteis ao ecossistema (Adaptado Verma et al., 2012).

2.2. Corantes

A utilizacdo de corantes pela humanidade tem ocorrido desde h& milhares de anos.
Acredita-se que o Homem de Neandertal foi o primeiro utilizador de corantes naturais,
porém a primeira utilizacdo reconhecida ocorreu a cerca de 4000 anos, quando o corante
indigo azul foi encontrado nos invélucros de mudmias em tamulos egipcios. Até a
metade do século XIX, os corantes eram de origem natural, oriundos de plantas, insetos
e moluscos; porém, a producdo era em pequena escala (Gupta e Suhas, 2009). A grande
ampliacdo na escala de producdo de corantes ocorreu quando em 1856 o quimico
William H. Perkin produziu o primeiro corante organico sintético denominado malva.

Atualmente, mais de 10.000 diferentes corantes e pigmentos sdo utilizados em
diversos segmentos industriais em todo o0 mundo. A producdo total mundial de corantes
¢ estimada em 800.000 toneladas por ano e pelo menos 10-15 % sdo descartados no

meio ambiente como residuos (Asgher et al., 2009).

12
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2.2.1. Classificacdo dos corantes

O sistema de classifica¢do internacional dos corantes € o Colour Index (C.l.). Este
sistema foi elaborado pela Society of Dyers and Colourists tendo sido publicado pela
primeira vez em 1924. Nesta classificacdo, os corantes recebem um nome genérico
determinado pela tecnologia de aplicacdo, seguido pelo nimero C.l. baseado em sua
estrutura quimica (Hardin, 2007). A classificacdo dos corantes também pode ser de

efetuada de acordo a estrutura quimica ou pela tecnologia de aplicacéo.
2.2.1.1. De acordo com a estrutura quimica

Todas as moléculas absorvem energia eletromagnética, mas somente aquelas que
absorvem luz com comprimento de onda na faixa visivel (350-700 nm) s&o coloridas. A
molécula de um corante pode ser dividida em duas partes principais, o grupo cromaéforo
que é responsavel pela cor e a estrutura responsavel pela fixacdo a fibra denominada
auxocromo. Os grupos cromdéforos mais comuns sdo: azo (-N=N-), metino (-CH=),
carbonil (-C=0), -nitro (-NO) e anéis quindides enquanto que 0S auxocromos Sao:
amino (-NHs), carboxil (-COOH), sulfonato (-SO3H) e hidroxil (-OH) (Kunz et al.,
2002; Sandhya, 2010). Com base na estrutura quimica ou grupo cromoforo, 20-30
diferentes classes de corantes podem ser identificados. A Tabela 2.2 sumariza as classes
mais comuns utilizando-se este critério de classificacdo. A Tabela 2.3, apresenta a
classificacdo dos corantes de acordo com o método de aplicacao.

Em acréscimo, deve-se ainda destacar que a utilizacdo de corantes naturais em
processamento téxtil é limitada. Estes corantes sdo geralmente utilizados em alimentos,

algodao, 13, seda, poliéster, poliamida e poliacrilonitrilo.

13
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Tabela 2.2. Classificacdo e exemplos de alguns corantes, com base na estrutura quimica
(Adaptado de Rodriguez Couto, 2009; Ali, 2010).

Classe Cromoforo Exemplo
o]
NaO3SOCH,CH, ! @— N=—N SO;Na
— N=N—o ° ﬂ
Az0
e
NaO;SOCH,CH, ‘s‘ O N=N SOzNa

Antraquinona AN ~ |
NH
e} Ac
(o]
Poli R-478
0 o}
u L
) \ °
Ftaleina o} .
C/ N =
L' ) 0
OH
HO
Fenolftaleina
0 .0 0---=-H
o /N
] N ,O/é/ N
Indigo N
N N\ / //O Na
H ----- O |\O,
H 0 0

indigo Carmim

H

O \ NO2
Nitro =
—N< [j -

NO2

Amarelo Acido 24

NO
. —N=—/7—=0O ON oH
Nitroso

NO
Verde Rapido

C/O
Trifenilmetilénico b / ‘
(HzC)zN

Verde Malaquita

NH(CHg),
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Tabela 2.3. Classificacdo dos corantes de acordo com o método de aplicacdo (Adaptado de
Gupta e Suhas, 2009; Ali, 2010; Sandhya, 2010).

Corantes

Principais caracteristicas

Substrato

Croméforo

Acidos

Sdo geralmente sollveis em agua.
A fixacdo as fibras é atribuida em
parte a ligagdo entre grupos
anidnicos dos corantes e grupos
catidnicos das fibras.

“Nylon”, seda, 1a, acrilicos
modificados, mas também
em certas condicBes em
papel, tinta de impressdo a
jato, couro, alimentos e
produtos cosméticos.

Azo (incluindo os pré-
metalizados), azina, xanteno,
antraquinona, nitro e nitroso,
trifenilmetilénico.

Bésicos

soltveis

tais como
alcoois, glicéis e agua. Sdo
compostos  catidnicos  utilizados
para o tingimento de fibras que
contém grupos &cidos.

altamente
polares,

Séo
solventes

em

Fibras sintéticas, papel e
“nylon” modificado.

Triarilmetano e antraquinona,
azo e diarilmetano.

Diretos

Sao sollveis em agua. Apresentam
maior resiténcia a luz em
comparagdo aos reativos. O
tingimento é normalmente efetuado
em um banho de corante neutro ou
ligeiramente alcalino

Celulose, viscose, algoddo,
ouro, papel, “nylon” e
“rayon”.

Azo, ftalocianina e oxazina.

Dispersos

S0 insoliveis em 4&gua, sendo
aplicados através de suspensdo
coloidal ou disperséo aquosa.

“Nylon”, poliester, acetato.

Azo, nitro, antraquinona.

Enxofre

Séo insollveis em éagua. Antes da
aplicacdo necessitam de serem
reduzidos a uma forma solGvel,
passando a ter afinidade com as
fibras. S8o resistentes a luz e a
lavagem.

Algodao e “rayon”.
Limitacbes no uso com
fibras de poliamida, seda,
couro, papel e madeira.

Azo

Mordentes

A capacidade de um corante em se
ligar a um tecido pode ser
melhorada utilizando-se um agente
de fixacdo, denominado corante
mordente. Os corantes mordentes
sdo usados em uma combinagdo
com sais de ions metélicos.

L&, couro, seda e fibras de
celulose modificadas.

Az0, oxazina e triarilmetano.

Pigmentos

Sdo compostos insolGveis, nédo-
idnicos ou sdo sais insoliveis que
rettm a sua estrutura cristalina ou
particulas ao longo da sua
aplicagdo.

Tintas, plésticos e téxteis.

Ftalocianina de complexos
metalicos e azo.

Reativos

Sdo0 sollveis em A&gua. Possuem
grupos reativos capazes de formar
uma ligacdo covalente entre um
atomo de carbono da molécula do
corante com os grupos -OH, -NH
ou -SH das fibras.

“Nylon”, algoddo, seda e I&.

Azo (incluindo os
metalizados),
ftalocianina.

pré-
antraquinona,

Solventes

Sdo insoliveis em 4gua. Né&o
possuem polaridade ou sdo pouco
polares. Estes corantes dissolvem o
substrato ao qual se ligam.

Plastico, 6leos, tintas, céra
gasolina e lubrificantes.

Azo, antraquinona,
ftalocianina e triarilmetano.

A Tina
_ou
A Cuba

Séo praticamente insollveis em agua
sendo incapazes de serem aplicados
as fibras diretamente. Na forma
leuco do corante, produzido pela
reducdo no licor alcalino (sal de
metal alcalino), torna-se sollvel em
agua e atuando como agente de
fixacdo para melhorar a solidez da
cor.

Linho, algoddo e “rayon”,
viscose, la e fibras de
celulose.

Indigo e antraquinona.
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2.2.2. Corantes azo

Os corantes téxteis sdo projetados para serem resistentes a perda de coloragdo por
exposicdo a luz, a &gua e produtos quimicos. S@o geralmente considerados
ambientalmente como compostos xenobioticos e recalcitrantes (Pajot et al., 2011).

Os corantes azo constituem a maior e mais versatil classe de corantes. Cerca de 60 a
70 % dos corantes sintéticos produzidos anualmente corresponde a esta classe de
corantes. Mais de 2.000 diferentes corantes azo sdo utilizados em diferentes segmentos
industriais como o téxtil, alimenticio, farmacéutico, impressdo e cosmético (Lu et al.,
2008; Diwaniyan et al., 2010), sendo a maior quantidade desses corantes utilizadas no
setor téxtil (Amoozegar et al., 2011). Como anteriormente apresentado na Tabela 2.2,
esta classe de corantes caracteriza-se por possuir uma estrutura quimica composta com
pelo menos um grupo cromoforo (-N=N-) ligado a um sistema aromatico (Dawkar et
al., 2009).

A sintese de corantes azo tanto pode ocorrer em condi¢des acidas ou alcalinas,
dependendo do componente de acoplamento. Martins et al. (2001) sintetizaram 8
diferentes corantes azo com grupos bioacessiveis e avaliaram a capacidade da estirpe
Phanerochaete chrysosporium MUM 95.01 (ATCC 24725) em degradar estes
compostos (Figura 2.1).

Devido a estabilidade e natureza xenobidtica destes compostos 0s processos de
tratamento de aguas residuais convencionais que contém esta classe de corantes muitas
vezes nao sdo eficientes (Pajot et al., 2007). Os tratamentos utilizados estdo divididos
em fisico, quimico ou bioldgicos, e estdo descritos na Secdo 2.3. A destruicdo de
corantes azo pode ser realizada por via oxidativa ou redutiva, sendo que por redugéo
incompleta podem ser geradas aminas aromaticas.

Os efluentes que contém corantes azo afetam negativamente os recursos hidricos, a
fertilidade dos solos, os organismos aquaticos e a integridade do ecossistema. A
toxicidade destes compostos (efeito letal, genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade) em organismos aquaticos (peixes, algas, bactérias, entre outros) e
animais € descrita em alguns estudos (Puvaneswari et al., 2006; Husain, 2010).

Segundo Novotny et al. (2006) a toxicidade aguda dos corantes azo, medida pelos
critérios da UE para a classificacdo de substancias perigosas é relativamente baixa,
apresentando valores de LD50 entre 200 a 250 mgkg™. Porém, quando corantes

pertencentes a esta classe ndo séo completamente mineralizados, podem formar aminas
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aromaticas, que sdo toxicas e potencialmente carcinogénicas, devido a possivel
formacdo de metabdlitos toxicos apos a hidroxilacdo ou oxidacdo com o citocromo
P450 no interior das células de mamiferos (Mishra et al., 2011), representando deste

modo, para além de um problema ambiental uma questdo de saude publica (Rao et al.,

2010).
R R
R NH, +NaNo, —HC " e
‘@7 _ o W R‘G\‘ “

Componentes Diazo
R
R
R \ / N QOH
OCH;
Corante Azo

Figura 2.2. Representacdo esquematica da sintese de corantes azo bioacessiveis (Martins et al.,
2001).

OH

OCH;

Componente de acoplamento

N

A UE, por meio da Diretiva 2002/61/EC, transposta para a ordem juridica interna pelo
Decreto-Lei n° 208/2003, de 15 de setembro, e reformulada pela Diretiva 2004/21/CE,
de 24 de fevereiro, limita a colocacdo no mercado e a utilizacdo de algumas substancias
e preparagdes perigosas (corantes azo).

De acordo com a Diretiva 2004/21/CE, os corantes azo que, por clivagem redutora de
um ou mais grupos azo, possam libertar uma ou mais das aminas aromaticas enunciadas
nesta Diretiva, em concentracfes superiores a 30 ppm nos artefatos acabados ou em
quaisquer partes tingidas dos mesmos, ndo podem ser utilizados em artigos téxteis e de
couro susceptiveis de entrarem em contato direto e prolongado com a pele humana ou a
cavidade oral.

A agéncia internacional para pesquisa sobre cancer inclui apenas corantes baseados
em benzidina em seu grupo 2A (provavelmente cancerigeno para humanos) e 8 no
grupo 2B (possivelmente cancerigeno para os seres humanos) dos quais alguns séo

corantes azo (C.l. Acido Vermelho 26, C.I. Solvente Amarelo 1 e C.l. Solvente
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Amarelo 2). No sentido de dar uma resposta a essa restricdo, uma lista de corantes azo
que apos reducdo do grupo azo formam aminas aromaticas, foi elaborada pela
associacao ecoldgica das industrias transformadoras de corantes. Esta lista inclui mais
de 500 corantes azo dos quais, pelo menos, 142 estdo ainda disponiveis no mercado
mundial. Os corantes azo Reativo Preto 5 e Reativo Violeta 33, sdo conhecidos por

serem sensibilizantes, mas apenas na forma reativa (Singh e Arora, 2011).

2.3. Métodos de remocéo de corantes de efluentes téxteis

A literatura disponivel mostra um grande numero de métodos convencionais (fisicos,
quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos) bem estabelecidos para a remoc¢do de corantes
de efluentes téxteis. Inserido neste contexto, o desenvolvimento de tecnologias
alternativas para o tratamento destes poluentes sdo também referenciados, destacando-se
0s processos oxidativos avancados (POASs) (Lucas e Peres, 2008; Guendy, 2009; EI-
Desoky et al., 2010).

Os POAs tém sido descritos como uma alternativa para a remocdo de poluentes
persistentes e de efluentes com elevada carga organica, quando os tratamentos
convencionais ndo alcancam a eficiéncia necessaria. Esta tecnologia baseia-se em
processos fisico-quimicos capazes de produzir alteracbes profundas na estrutura
quimica dos poluentes (Amorim et al., 2009). Entretanto, ndo existe um Unico método
economica e tecnicamente vidvel para eliminar estes poluentes (Arica e Bayramoglu,
2007; Sadhasivam et al., 2009; Verma et al., 2010).

Geralmente dois ou trés métodos tém de ser combinados a fim de atingir um nivel
adequado de remocédo da cor. De acordo com a Tabela 2.4, sdo apresentados alguns
métodos de tratamento para este tipo de efluente com suas vantagens e desvantagens.

Os tratamentos bioldgicos convencionais sdo amplamente utilizados, pois rednem
baixo custo e facil operacdo. Sdo geralmente eficientes quanto a remoc¢do de matéria
organica e solidos suspensos, contudo ndo sao eficientes na reducao de cor.

Os métodos bioldgicos ndo convencionais tém sido considerados uma alternativa
viavel para os métodos convencionais, sendo considerada mais barata e ambientalmente
mais “amigavel” para a remocao da cor de efluentes téxteis. Estes métodos apresentam
potencialidade para mineralizar corantes, convertendo-0os em compostos inorganicos,
como CO; e H,O (Husain, 2010).
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Muitos estudos demonstram a parcial ou completa biodegradacdo de corantes por

microrganismos. Culturas puras de bactérias (Ren et al., 2006; Barragén et al., 2007;
Kolekar et al., 2008; Kalyani et al., 2009; Telke et al., 2009; Amoozegar et al., 2011,
Silveira et al., 2011), fungos (Yang et al., 2005; Khelifi et al., 2009; Bhattacharya et al.,
2011; Martorell et al., 2012) e mistas (Yang et al., 2009a; Novotny et al., 2011), tém

sido referenciadas como promissoras em degradar corantes considerados anteriormente

ndo degradaveis. Estes microrganismos sdo faceis de manipular, tém velocidade de

crescimento rapida e alta capacidade de adaptacdo (Barreto et al., 2011).

Tabela 2.4. Métodos fisico-quimicos para a remocao de corantes de efluentes téxteis (Adaptado
Rodriguez Couto, 2009; Verma et al., 2012).

Método

Descri¢do do método

Vantagens:

Desvantagens:

Referéncia:

Adsorcdo

Coagulacéo/
Floculagao

Destruicao
eletroquimica

Eletrocoagulacdo

Irradiacdo

Membrana
de
Filtragdo

Oxidagao
NaOCI

Oxidagéo
Fotoquimica

Ozonizagdo

Reagente Fenton

Troca ibnica

Corante é removido por
adsor¢do a um suporte
solido. Exemplo: turfa,
zedlito, carvdo ativado;
lascas de madeira, silica

gel.

Descoloracéo efetiva
de corantes sollveis
e insolaveis.

Custo elevado.

Gozalvez-Zafrilla
et al., 2008.

Adicdo de coagulantes e
floculantes.

Economicamente
viavel, a remocéo de
cor é excelente.

Producéo de lama.

Sanchez-Martin et
al., 2010; Khouni
etal., 2011.

Reacdo de oxidagdo Apo6s a degradacdo Auto custo de Bandara et al.,
utilizando eletricidade. 0s compostos ndo energia. 2007.

580 perigosos.
Tratamento com base em Boa remogdo de Elevada producdo Merzouk et al.,
anodo e cétodo. A adicdo  corante. de lama. 2010; Merzouk et
de FeSO, e FeCls. Alto custo. al., 2011.

Radicéo ionizante. Oxidacéo eficaz em Nao é efetivo para Haietal., 2007.
escala de laboratério  todos os corantes.
Separagcdo fisica. Remove todos 0s Produgdo de lama. Pazdzior et al,

Exemplo: Nanofiltracéo;
Osmose reversa.

tipos de corantes.

2009; Huang et
al., 2011.

Reaccdo utilizando CI* Iniciagéo e Aminas arométicas Ho etal., 2010.
para atacar 0 grupo aceleragdo da sdo liberadas.
amino. clivagem da ligagdo
azo.
Oxidagdo utilizando-se N&o ha produgdo de Formacdo de sub- Haietal., 2007.
principalmente H,0,- lama. produtos.
UVv.
Reacdo de oxidacdo Aplicagdo em estado Tempo de meia- Turhan e Turgut,
utilizando-se ozdnio. gasoso sem alteragdo  vida curto (20 min).  2009; Palit, 2010.
de volume. Auto custo.

Reacdo de oxidagdo
utilizando H,0,-Fe (11).

Descoloracéo efetiva
de corantes sollveis
e insollveis em
agua.

Producéo de lama.

Sun et al.,, 2009;
Kusvuran et al.,
2010.

Leito de resina de troca
idnica.

Regeneracdo:  sem
perda de adsorvente.

Néo é efetivo para
todos o0s corantes.
Elevado custo dos
solventes orgénicos.

Liu et al., 2007.

Os métodos bioldgicos ndo convencionais podem ser classificados, segundo a

presenca do oxigénio no processo, em aerdbicos ou anaerdbicos e apresentam grande
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potencial, pois ndo tém custo elevado de operacdo (Barreto et al., 2011). De um modo
geral, o processo de biodegradacdo por bactérias de corantes azo ocorre em dois
estagios. O primeiro estagio envolve a clivagem redutiva das ligacfes azo (N=N) dos
corantes, resultando na formacéo de compostos geralmente isentos de cor, porém ainda
potencialmente perigosos, que sdo as aminas aromaticas. Num segundo estagio ocorre a
degradacdo dessas aminas aromaticas. Usualmente a degradacdo de corantes azo
acontece em condigdes anaerdbias, enquanto a biodegradacdo de aminas aromaticas por
bactérias é quase que exclusivamente um processo aerébio, cujo modelo de degradacao
¢ apresentado na Figura 2.3.

Os fungos s@o organismos adequados para tratamentos de efluentes e tém sido
extensivamente pesquisados. O micélio fungico, devido a solubilizacdo dos substratos
insolUveis através da producdo de enzimas extracelulares, tem uma vantagem adicional
em comparacdo aos organismos unicelulares. Devido ao aumento da relacdo célula a
superficie, ocorre um maior contato fisico e enziméatico com o meio ambiente (Kaushik
e Malik, 2009). Dentre os fungos comumente avaliados, existem alguns relatos com
actinomicetos e deuteromicetos, porém a maioria dos estudos estdo concentrados nos

basidiomicetos, pertencentes ao grupo dos fungos da podridao branca da madeira (Fpb).

(A)

R

(B)
R # R “
@NzN_@ Corantes Azo @;NZ-\ _@ +~

4[H]

Aminas aromaticas

NH, + HN—
0, + H,0 +NH,

0,
@—NH; L_<
N
@7“‘ / ( Auto-oxidagio

Figura 2.3. Representacdo esquematica da degradagdo de corantes azo: (A) Aerobio e
(B) Anaerdbio (vanderZee e Villaverde, 2005; Gongalves et al., 2008).
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2.4. Fungos da podridao branca da madeira (Fpb)

A biodegradagdo de materiais lignoceluldsicos como a madeira, € um processo natural
de reciclagem de matéria organica (Arantes e Milagres, 2009). Os materiais
lignocelulosicos, sdo constituidos principalmente pela mistura de celulose (= 40 %),
hemicelulose (de 20 a 30 %) e lignina (de 20 a 30 %). A lignina (Figura 2.4) é um
biopolimero heterogéneo complexo constituido por unidades fenilpropandides, sendo
considerada um dos constituintes da parede celular de mais dificil degradagdo (Fialho et
al., 2010).

A lignina é resistente ao ataque da maioria dos microrganismos. Na natureza apenas
os fungos basidiomicetos sdo capazes de degradar a lignina de forma eficiente (Wong,
2009). Estes microrganismos (cerca de 30 mil espécies) sdo descritos como fungos
superiores com micélios multicelulares (Kulikova et al., 2011). Dentre o0s
basidiomicetos, os Fpb sdo os unicos microrganismos conhecidos por mineralizar
completamente a lignina em CO, e H,O (Gomez-Toribio et al., 2009; Oliveira et al.,
2009) através de um sistema enzimatico extracelular inespecifico. Este sistema
enzimatico é constituido por enzimas referidas como modificadoras da lignina (LMEs).

As LMEs também sdo capazes de catalisar a transformacdo ou mineralizacdo de uma
ampla gama de poluentes que possuem uma semelhanca estrutural a lignina (Cabana et
al., 2009; Singh et al., 2010a).

Devido a baixa especifidade das LMEs muitos Fpb como por exemplo,
Antracophylum discolor (Rubilar et al., 2011), Bjerkandera sp. (Gomi et al., 2011),
Dichomitus squalens (Eichlerova et al., 2006a), Ganoderma sp. (Murugesan et al.,
2007; Murugesan et al., 2009; Zilly et al., 2011), Irpex lacteus (Tavcar et al., 2006),
Phanerochaete chrysosporium (Mohammadi e Nasernejad, 2009; Diwaniyan et al.,
2010) Pleurotus ostreatus (Sen et al., 2004; Zhao et al., 2006; Singh et al., 2011; Kumar
et al., 2012), Polyporus rubidus (Dayaram e Dasgupta, 2008), Trametes sp. (Blanquez
et al., 2007; Minussi et al., 2007a; Saritha et al., 2011), ttm sido exaustivamente
estudados e referenciados como capazes em degradar diversos compostos recalcitrantes
e xenobidticos tais como, pesticidas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PHAS),
corantes téxteis entre outros.

A utilizagdo de Fpb e suas enzimas ligninoliticas no tratamento de efluentes da
industria téxtil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento de sistemas de

descoloragdo microbiano, obtendo-se a total remocdo da cor, em alguns casos em
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poucas horas (Ramya et al., 2007). Dentre os Fpb referenciados, destacam-se

Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor (Levin et al., 2010).

H
Ligi ~ Grupo hidroxila fendlico
HO Me

N\ o
~( O~§

Estrutura furandide

4—— Anel aromatico (fenil)

Grupo hidroxila alcodlico

e Me\
Mo ? Cadeia lateral metoxil
\ Estrutura dibenzodioxocina

Estrutura propandide

ﬂ;/

Grupo funcional aldeido

Figura 2.4. Estrutura de um segmento polimérico da lignina (Brunow, 2001).
2.4.1. Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporium é um fungo ligninolitico, saprofito, causador da
podriddo branca na madeira. Este microrganismo foi o primeiro Fpb a ter a sequéncia
total do genoma descrita (Martinez et al., 2004) e também a apresentar capacidade em
degradar corantes sintéticos (Lucas et al., 2008). E considerado um microrganismo

modelo de estudo, devido a sua capacidade em degradar lignina e também outros
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compostos xenobioticos pela acdo das enzimas extracelulares manganés-peroxidase e
lignina-peroxidase (Lacina et al., 2003; Vigneshwaran et al., 2006; Pakshirajan e
Kheria, 2012). Existem relatos de que este microrganismo produz lacase, contudo
investigaces recentes tém demonstrado que o genoma de P. chrysosporium nao

codifica qualquer lacase convencional (Bohlin et al., 2008).

2.4.2. Trametes versicolor

Segundo Nyanhongo et al. (2007) o género Trametes & possivelmente o mais
ativamente investigado no filo dos basidiomicetos. O Fpb Trametes (sin. Coriolus,
Polyporus) versicolor, tal como o nome indica, apresenta diversas cores, cresce em
diversos climas e é encontrado por todo o mundo. E utilizado na Asia como alimentos e
para fins medicinais (Standish et al., 2008). Este fungo produz as enzimas ligninoliticas
lignina-peroxidase, manganés-peroxidase e € reconhecido como sendo um dos maiores
produtores da enzima lacase (Levin et al., 2010; Stoilova et al., 2010) cuja potencial
aplicacdo tem sido investigada em diversos segmentos industriais e serd descrita na
Secdo 2.5.3.

2.5. Enzimas modificadoras de lignina (LMES)

A capacidade dos Fpb em degradar a lignina e outros compostos recalcitrantes e
xenobioticos depende da acdo das enzimas extracelulares produzidas pelo sistema
ligninolitico destes microrganismos (Figura 2.5).

De forma geral, é possivel classificar as enzimas envolvidas na degradacédo de lignina
em pelo menos duas classes distintas, fenoloxidases e enzimas que produzem peroxido
de hidrogénio (H20,).

As fenoloxidases compreendem um grupo caracteristico de enzimas por pertencerem
as metaloproteinas. Entre as fenoloxidases, ainda se podem descrever dois subgrupos,
um que contém as enzimas dependentes de H,O, (peroxidase): lignina-peroxidase (LiP -
EC 1.11.1.14), manganés-peroxidase (MnP - EC 1.11.1.13), versétil-peroxidase (VP -
EC 1.11.1.16); e o outro subgrupo (oxidase), lacase (Lcc - EC 1.10.3.2), que sdo
cuproproteinas independentes de H,O; para atuarem (Aguiar e Ferraz, 2011).

O processo € ainda reforcado pela acdo cooperativa de diversas enzimas acessorias,
podendo-se incluir: glioxal-oxidase (GLOX - EC 1.2.3.5), aril alcool oxidase (AAO-
EC 1.1.3.7), piranose 2-oxidase (glicose 1-oxidase; EC 1.1.3.4), celobiose/quinona
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oxidoredutase (EC 1.1.5.1), celobiose-desidrogenase (EC 1.1.99.18) entre outras
(Tabela 2.5) (Rodriguez Couto, 2009; de Oliveira et al., 2009; Ruiz-Duefias et al., 2009;
Wong, 2009; Anastasi et al., 2010).

Degradagéo enziméatica de lignocelulose |

| | |
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Figura 2.5. Diagrama esquematico da degradacdo da lignina pelo sistema enzimatico de Fpb.
Lcc: lacase; SML: sistema mediador de lacase; LiP: lignina-peroxidase; MnP: manganés-
peroxidase; VP: versatil-peroxidase; H,O-GO: geracdo de oxidases; AAD; aril alcool
desidrogenases; QR: quinona redutases (Adaptado de Dashtban et al., 2010).

2.5.1. Lignina Peroxidase (LiP)

A enzima LiP foi descrita pela primeira vez por Tien e Kirk (1984), em culturas do
Fpb P. chrysosporium. Desde entdo, a LiP e suas vérias isoformas foram também
detectadas em outros Fpb. A LiP é uma heme-proteina glicosilada extracelular, que
possui um alto potencial de oxidacdo, sendo capaz de oxidar substratos arométicos

fendlicos e ndo fendlicos utilizando o H,O, como cofator.
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O ciclo catalitico consiste em trés passos, COmo se segue:
LiP (Fe*®) P + H,0, — LiP-1 (Fe™ -O) P + H,0 1)
LiP-1 (Fe* -0) P' + R — LiP-1l (Fe** -O) P' + R (2)
LiP-11 (Fe** -O) P" + R + 2H* — LiP (Fe®) P + R" + H,O (3)

Onde: R € um substrato organico e P é porfirina.

O ciclo catalitico inicia-se com a oxidacdo do Fe™ da enzima nativa para Fe™, pela
acao do H,0O,, gerando-se o composto | (LiP-I1). A reducdo do composto | pela
transferéncia de 1 elétron, promove a formagdo do composto Il (LiP-Il) que ainda
possui Fe*™. Normalmente o substrato utilizado como agente redutor é o &lcool
veratrilico. A Ultima etapa deste ciclo ocorre quando 1 elétron reduz a enzima ao seu
estado nativo (Wong, 2009; Yadav et al., 2009a; Dashtban et al., 2010).

Algumas potenciais aplicacdes desta enzima sdo: deslignificacdo de materiais
lignoceluldsicos que sdo vistas como alternativa devido ao esgotamento das reservas
petroliferas, biopolpacdo e biobranqueamento na industria de papel, remogdo de
poluentes recalcitrantes organicos e na polimerizacdo enzimatica em polimeros
industriais (Yadav et al., 2009b).

2.5.2. Manganés Peroxidase (MnP)

A enzima MnP foi descoberta posteriormente a LiP, em culturas do Fpb
P. chrysosporium. Estudos posteriores demonstraram uma maior presenca desta enzima
e suas isomorfas em comparagdo a LiP em Fpb. As MnPs sdo heme-proteinas
glicosiladas extracelulares e possuem um ciclo catalitico semelhante & LiP necessitando
do H;0, como co-substrato e catalisa a oxidagdo de Mn*? a Mn*® (Dashtban et al.,
2010; Maciel et al., 2010).

As MnPs apresentam potencial de reducdo suficiente para retirar elétrons somente de
estruturas fendlicas, embora na presenca de mediadores apropriados sua acdo possa ser
estendida também para estruturas ndo fendlicas (Carvalho et al., 2009).

O ciclo catalitico consiste em trés passos, COmo se segue:

MnP + H,0, — MnP Composto I + H,O (1)
MnP Composto | + Mn*? — MnP Composto IT + Mn*? (2
MnP Composto Il + Mn*? — MnP + Mn* + H,0 (3)
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Tabela 2.5. Caracteristicas dos dois principais grupos de LMEs de Fpb. (Adaptado de: Rodriguez Couto, 2009; Dashtban et al., 2010; Maciel et al., 2010).

Enzima Reacéo Cofator Mediador Subunidades, massa Intervalo Fpb Referéncia
molecular (kDa) pH otimo
LiP Anel aromatico oxidado para H,0, Alcool veratrilico. Monomérica, 37 - 50. 1-5 Pleurotus sajor caju Yadav et al., 2009a.
um radical catibnico.
MnP Mn (1) é oxidado a Mn (llI); H,0, Mn, é&cidos organicos Monomérica, 32- 62,5. 2,5-6,8 Ceriporiopsis subvermispora  Tanaka et al., 2009.
Mn  (lll) quelatado oxida como agentes quelantes,
compostos  fendlicos para tidis e 4cidos gordos
radicais fenoxil; outras insaturados.
reacbes na presenga de
compostos adicionais.
VP Mn (1) é oxidado a Mn (111); H,0, Mn, é&lcool veratrilico, Monomérica, 42-45. 3-5 Bjerkandera sp. Taboada-Puig et al.,
oxidagdo de  compostos compostos similares a 2011.
fendlicos, ndo fendlicos e LiP e MnP.
corantes.
Lcc Fendis sdo oxidados a radicais 0, Fenol, ABTS, anilina Monomérica, 43-100. 2-10 Trametes versicolor Pazarlioglu et al.,
fenoxil; outras reacbes na hidroxibenzotriazol, Diméri L 2010.
. . - imérica, trimérica e
presenca de mediadores. seringaldazina.
oligomérica. Exemplo:
tetrameros com = 390.
GLOX Glioxal é oxidado a &cido Glioxal, metil-glioxal. 68 4,5-8,5 Phanerochaete crassa Takano et al., 2010.
glioxal; produgdo de H,0,. Phanerochaete Roncal et al., 2012.
i i chrysosporium
AAO Alcoois aromaticos sdo Alcoois aromaticos 4,0-6,5 Pleurotus ostreatus Kumar e Rapheal,

Outras enzimas

produtoras de H,0,

oxidados a aldeidos; producéo
de H,0,.

O, reduzido para H,0,

(&lcool veratrilico).

Muitos
organicos.

compostos

Pleurotus eryngii

2011.
Hernandez-Ortega
etal., 2012.

Mn = Manganés; H,0, = peroxido de hidrogénio; ABTS = Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
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O ciclo catalitico das MnPs inicia-se com a sua oxidacdo por H,O, ou perdxidos
organicos, que levam a enzima nativa a um estado de oxidacdo deficiente em dois
elétrons, denominado composto I. A reducdo da enzima até a forma nativa ocorre
através de dois passos sucessivos, por meio da formacdo de um intermediario
denominado composto 1. Enquanto o composto | pode ser convertido em composto 1l
tanto na presenca de Mn*? quanto de outros doadores de elétrons com potencial redox
apropriado, a conversdao do composto Il até a enzima nativa ocorre somente na presenca
de Mn*2.

O Mn*? formado durante a catalise, estabilizado por &cidos organicos produzidos pelo
proprio fungo, pode retirar elétrons de varios compostos organicos (incluindo fendis,
aminas aromaticas, compostos sulfurados e &cidos graxos insaturados) de maneira
inespecifica, levando a formacdo de radicais bastante reativos que podem atacar
estruturas recalcitrantes com alto potencial de redugéo (Carvalho et al., 2009).

A enzima MnP apresenta potencial aplicacdo biotecnoldgica podendo ser utilizada na
biodegradacdo: da lignina, de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PHA), de acidos

hamicos, corantes sintéticos e bifenilos policlorados (PCB) (Oliveira et al., 2009).

2.5.3. Lacase (Lcc)

A enzima Lcc é uma das mais importantes enzimas, pertencente a pequena familia das
oxidases multi-cobre azuis (OMC) (Piscitelli et al., 2010). Devido a sua baixa
especifidade ao substrato, estas oxidoredutases sdo consideradas uma alternativa atrativa
para aplicacdes biotenoldgicas e ambientais (Gianfreda et al., 2010). Estas enzimas
catalisam a oxidacdo de varios compostos fendlicos (fendis, difendis, polifendis,
diaminas, aminas aromaticas) e também compostos ndo fendlicos na presenca de
mediadores, convertendo o oxigénio molecular a 4gua.

A Lcc é uma enzima comum na natureza, sendo amplamente encontrada em plantas
superiores, fungos, bactérias, insetos e liquens (Piscitelli et al., 2010; Kocyigit et al.,
2012). O primeiro relato referente da presenca desta enzima ocorreu em 1883 por
Yoshida ao observar que o latex da arvore de laca japonesa Rhus vernicifera, enrijecia
na presenga de ar (Kunamneni et al., 2008). Em 1896 pela primeira vez foi demonstrada
a presenca de lacase em fungos, por trabalhos desenvolvidos por Bertrand e Laborde.
Desde entdo, Lcc tem sido encontrada em ascomicetos, basidiomicetos e

deuteromicetos, sendo particularmente abundante nos Fpb (Kunamneni et al., 2007).
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Atualmente, a maioria dos estudos estdo focados nas Lcc de origem flngica e de
plantas, contudo, as Lcc flngicas ainda atraem maior atencdo devido ao maior
rendimento associado as suas producbes. As Lcc fungicas ocorrem frequentemente
como isoenzimas multiplas expressas em diferentes condi¢des de cultivo. Embora os
centros de cobre sejam similares para todas as lacases de fungos, diferencgas
significativas sdo observadas nas propriedades termodindmicas e cinéticas em fun¢éo do
microrganismo de origem (Oliveira et al., 2009).

A ampla ocorréncia da enzima Lcc em varias espécies de fungos e sua versatilidade,
contribuem para uma maior investigagdo de novas fontes de obtencdo desta enzima
(Haibo et al., 2009). As Lcc fangicas séo de particular interesse no que diz respeito a
potenciais aplica¢6es industriais, devido a sua capacidade de oxidar uma ampla gama de
substratos toxicos e ambientalmente poluentes. Reacbes de oxidacdo sdo
exaustivamente utilizadas em processos industriais (Tabela 2.6), podendo-se citar as
indUstrias téxteis, alimentos, processamento da madeira, farmacéutica e quimica
(Rodriguez Couto e Toca-Herrera 2006; Viswanath et al., 2008a; Osma et al., 2010a;
Kudanga et al., 2011; Zhang et al., 2011).

A oxidacdo enzimatica é um potencial substituto para métodos quimicos, uma vez que
estas enzimas séo especificamente eficientes e ecologicamente sustentaveis.

A maioria das Lcc sdo monoméricas e o sitio ativo destas enzimas contém 4 atomos
de cobre por molécula da enzima, distribuidos em diferentes sitios de ligacdo, sendo
classificados em trés tipos: cobre tipo 1 (T1) é responsavel pela cor azul intensa destas
enzimas e sdo detectaveis em UV/visivel (600 nm) e por espectroscopia de ressonancia
paramagneética eletronica (ERPE). O cobre tipo 2 (T2) é incolor, mas detectavel por
ERPE. O cobre tipo 3 (T3) é constituido por um par de ions de cobre que apresentam
uma absorbancia fraca proxima do espectro UV e nenhum sinal por ERPE (Viswanath
et al., 2008a). Os substratos fendlicos sdo oxidados pelo cobre T1, sendo considerado
por definicdo o principal sitio de oxidacdo. Os elétrons sdo entdo transferidos para os
sitios de cobre T2 e T3 formando um centro trinuclear onde ocorre a reducdo de
oxigénio molecular e liberacdo de &gua (Baldrian, 2006; Mikolasch e Schauer, 2009;
Arora e Sharma, 2010; Cafas e Camarero, 2010).

A enzima Lcc, com seu relativo baixo potencial redox (cerca de 0,6-0,8 V) esta
restrita a reagir somente com substancias facilmente oxidaveis, como fragmentos

fenolicos de lignina. Apesar disto, a inclusdo de substancias oxidaveis de baixa massa
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molar, conhecidas como mediadores (Figura 2.6), expandem a atividade oxidativa desta

enzima (Arantes e Milagres, 2009).

Tabela 2.6. Aplicacdes industriais de Lcc de Fpb.

Aplicacao

Fpb

Referéncia

Alimentos

Trametes sp.
Trametes hirsuta
Trametes versicolor

Castillo et al., 2009.
Flander et al., 2008.
Minussi et al., 2007b.

Biobranqueamento

Pycnoporus cinnabarinus
Trametes villosa

Fillat et al., 2010.
Moldes et al., 2008.

Biopolpacdo

Pycnoporus cinnabarinus

Camarero et al., 2007.

Biosensor

Trametes versicolor
Trametes hirsuta
Trametes versicolor
Trametes versicolor
Pycnoporus sanguineus
Rigidoporus lignosus

Di Fusco et al., 2010.

Montereali et al., 2010.
Sezgintirk et al., 2010.
Gil et al., 2009.
Vianello et al., 2006.

Degradacéo de xenobidticos

Pseudotrametes gibbosa

Gao et al., 2010.

Descoloracéo de corante

Polyporus sp.

Trametes hirsuta
Cerrena unicolor
Funalia (Trametes) trogii
Stereum ostrea

Trametes versicolor
Pycnoporus sanguineus

Hadibarata et al., 2012.
Moilanen et al., 2010.

Ciullini et al., 2008.
Viswanath et al., 2008b.
Minussi et al., 2007b.
Lu et al., 2007.

Sintese orgénica

Coriolus hirsutus
Pycnoporus cinnabarinus
Pycnoporus coccineus
Trametes versicolor
Trametes villosa
Trametes hirsuta
Trametes pubescens
Trametes hirsuta

Kunamneni et al., 2008.

Kim et al., 2007.

Tratamento de efluentes

Trametes trogii
Lentinus tigrinus
Trametes trogii

Khlifi et al., 2010.
Viswanath et al., 2008a.

Diferencas fisiologicas entre as culturas de fungos e também das condic6es de cultivo
a que as estirpes sdo expostas afetam a producdo de Lcc. Além disto, a maioria destas
enzimas sdo extracelulares indutiveis e portanto, os indutores desempenham um papel
importante no aumento da producédo desta enzima (Kocyigit et al., 2012).

A rapida deteccdo de Lcc é feita por método colorimétrico. Os substratos comumente
utilizados sdo o 2-metoxi-fenol (guaiacol), &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS), seringaldazina e Remazol Brilhante Azul R (Kumar et al., 2011).

A sintese de Lcc por Fpb é estritamente influenciada por diversos parametros,
podendo-se destacar: 0 microrganismo e estadio de desenvolvimento; o tipo de cultivo
(agitado ou estatico) e o tempo; a adi¢do de diferentes indutores ao meio de cultura.

Entretanto, os fatores mais criticos sdo as fontes de carbono e nitrogénio e a proporcao
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existente entre estas fontes concentracdo na composi¢cdo do meio de cultura (Colao et
al., 2009; Majeau et al., 2010; Piscitelli et al., 2011).

Lcc

Substrato _ Substrato
ndo fenolico nao fendlico oxidado
Lcc

Substrato Substrato ] .
fendlico fendlico oxidado Mediador Mediador

oxidado

O, H,O o,
Lcc
A) (B) H,0
Mediador

Figura 2.6. Mecanismo de acdo da Lcc em substratos fendlicos (A) e ndo fendlicos (B)
(Brijwani et al., 2010).

O efeito destes fatores no nivel de transcricdo do gene da Lcc tem sido demonstrado
em muitas espécies de Fpb. Na maioria dos relatos, a expressao de Lcc é regulada por
um conjunto de fatores, muitas vezes agindo de forma sinérgica (Giardina et al., 2010).
Estas enzimas sé&o predominantemente extracelulares, séo sintetizadas e secretadas
durante o metabolismo secundério dos Fpb em pequenas quantidades de forma
constitutiva, porém podem também ser sintetizadas de forma indutiva.

A selecdo de microrganismos produtores da enzima e meios de cultura mais
adequados para procedimentos reprodutiveis de baixo custo, viabilizardo a otimizacdo
no processo de producéo e aplicacdo desta enzima (Béhmer et al., 2011; Tisma et al.,
2012). Zhuo et al. (2011) sugerem uma investigacao sobre a regulacdo da expressdo do
gene desta enzima, que pode ser regulada por ions metalicos, compostos aromaticos
relacionadas a lignina e derivados, nitrogénio e carbono.

A utilizacdo de Lcc depende de uma melhor compreensdo das suas propriedades em
niveis moleculares e cinéticos.

A otimizacdo na producdo de Lcc de T. versicolor foi descrita por Tavares et al.
(2006). Um conjunto de ensaios foi delineado na forma de projeto de experimento e
conduzidos em um biorreator de capacidade de 1 1 operado em “batch”. Os melhores
resultados obtidos ocorreram quando o meio de cultura foi ajustado a pH 5,2 e a
concentragio inicial de glicose foi de 11 g'1I". Consideraram ainda que a velocidade de

agitacdo nado afetou a producgéo da enzima.
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Roriz et al. (2009) otimizaram o processo de descoloragdo do corante RP5 utilizando
Lcc bruta do Fpb Trametes pubescens na presenca do mediador redox 1-
hydroxybenzotriazole (HBT), por metodologia de superficie de resposta (RSM). Neste
estudo foi obtida a méxima descoloracdo do corante (cerca de 60 % em 20 min) nas
concentragdes ideais de 1,17 mM, 150 mg'l'1 e 500 Ut para HBT, RP5 e Lcc,
respectivamente.

De acordo com os resultados de um estudo, conduzido por Stoilova et al. (2010) a
utilizacdo de Lcc bruta de T. versicolor proporcionou a descoloracdo de até 100 % dos
corantes indigo Carmim, Remazol Brilhante Azul R (RBBR), Laranja 1l e Vermelho
Congo, no intervalo de tempo de 4 h e 13 dias.

A deteccdo e caracterizacdo de vérias isomorfas de LiP, MnP e Lcc em Fpb sugerem
que pelo menos parte desta diversidade bioquimica ocorre devido a um ndmero
proporcional de genes correpondentes ao genoma fungico (Goudopoulou et al., 2010).
A descricdo do genoma de P.chrysosporium proporcionou uma ampliacdo na
investigacdo de estudos, incluindo estudos da protedbmica extracelular (Aguiar e

Ferraz, 2011) direcionados a esta espécie e estendendo-se a outros Fpb.

2.5.4. Glioxal-oxidase (GLOX)

A enzima GLOX € uma glicoproteina de 68 kDa com duas formas
isoenzimaticas (pl 4,7 e 4,9) (Kersten e Cullen, 2007). Estas enzimas sdo sintetizadas
por fungos filamentosos, destacando-se ao grupo dos Fpb. Dentre os Fpb, é reconhecida
a sintese desta enzima pelo microrganismo P. chrysosporium (Hernandez-Ortega et al.,
2012) e mais recentemente por Phanerochaete crassa (Takano et al., 2010).

As GLOX é considerada essencial na via de degradacéo da lignina, fornecendo H,0,
extracelular como co-substrato para as peroxidases LiP, MnP e VP (Dashtban et al.,
2010). A enzima GLOX catalisa a oxidagdo enzimatica de uma variedade de substratos,
incluindo aldeidos simples e compostos a-hidroxicarbonil e a-dicarbonil (formaldeido,
acetaldeido, glicoaldeido, glioxal, acido glioxilico, di-hidroxi-acetona, gliceraldeido e
metil-glioxal) para acidos carboxilicos (Leuthner et al., 2005; Roncal et al., 2012).

Recentemente, Roncal et al. (2012) descreveram a potencial capacidade desta enzima
em converter o glicerol excedente gerado durante a producdo de biodiesel em

gliceraldeido e &cido glicérico, por uma Unica reacdo de oxidacdo realizada em dois
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passos. Tal resultado propicia a resolugdo do problema com o acimulo deste material e
também gera a oportunidade de sua utilizacdo na producdo de novos compostos.

2.6. Selecéo de Fpb para tratamento de efluentes téxteis

Muitos estudos sdo desenvolvidos para selecionar Fpb capazes de descolorir e
degradar corantes provenientes da industria téxtil, porém ndo € frequente realizar-se
uma pré-adaptacdo do microrganismo ao corante.

Segundo Martins et al. (2002) a utilizagdo de um meio de pré-adaptagdo (MPA) de
composicao igual ou semelhante ao meio de estudo, induz o microrganismo a sintetizar
as enzimas constituintes de seu sistema enzimatico. O corante existente no MPA, sera o
co-substrato que ira antecipar a sintese destas enzimas. Consequentemente, 0 meio de
cultivo de estudo inoculado com MPA, apresentard uma descoloragdo e ou degradacédo
do corante num menor tempo e com maior eficiéncia.

A selecéo de microrganismos capazes de descolorir e degradar corantes, usualmente
ocorre em meio de cultura solido (MCS). A descoloracdo do corante em MCS permite
uma avaliacdo visual, baseada no desaparecimento da cor na placa medindo-se o halo de
descoloracdo e crescimento micelial por um determinado periodo. Diversos trabalhos
foram conduzidos baseados neste procedimento (Minussi et al., 2001; Chander et al.,
2004; Dhouib et al., 2005; Eichlerova et al., 2007; Gomaa et al., 2008; Faraco et al.,
2009b; Diwaniyan et al., 2010).

Durante um determinado periodo, a estirpe é exposta a diferentes concentraces do
corante selecionado para o estudo. Este procedimento permite avaliar a capacidade do
microrganismo em se adaptar e descolorir o corante e, por outro lado, delimita a
concentracdo maxima do composto recalcitrante que ndo seja toxica. Uma vez que
elevadas concentracBes reduzem ou inibem o sistema enziméatico fangico envolvido
(Selvam et al., 2003).

Novotny et al. (2001) conduziram um estudo, onde 0s dois primeiros passos de
trabalho foram realizados em MCS. Inicialmente 103 estirpes de Fpb foram avaliadas
quanto a capacidade de descolorir os corantes antraquindnicos Poli R-478 (PR478) e
Remazol Brilhante Azul R (RBBR) em concentracio de 200 pg-g™. Deste total de
estirpes avaliadas Irpex lacteus e Pleurotus ostreatus atingiram a méaxima descoloracéo

apos 10 dias de incubacdo a temperatura de 28 °C. Estas estirpes foram posteriormente
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utilizadas na degradacdo de 6 diferentes grupos de corantes. Os resultados obtidos
indicaram a possivel existéncia de diferentes mecanismos ou o uso distinto de
mecanismos similares de acordo com o tipo de corante a que a duas estirpes foram
expostas.

Eichlerové et al. (2006a) delinearam a primeira parte de um experimento avaliando a
capacidade da estirpe Dichomitus squalens em descolorir oito diferentes corantes em
MCS, onde a concentragdo variou entre 0,05 e 2,0 g-I*. Na concentracdo méxima de
2,0 g-1" os corantes azo Laranja G e Amaranto foram os tnicos totalmente descoloridos
pela estirpe em menor tempo (14 dias). Apesar de pertencer a mesma classificacdo de
acordo com o grupo cromoforo, o corante Laranja | ndo foi descolorido por Dichomitus
squalens em concentracdes superiores a 1,0 g-I™. Na méaxima concentrac&o, os corantes
RBBR e PR478 (antraquinona) e ftalocianina azul (ftalocianina) foram totalmente
descoloridos pela estirpe, porém, o tempo variou entre 21 e 24 dias. Verde Malaquita e
Cristal Violeta (trifenilmetano) foram apenas descoloridos na concentracéo de 0,05 g-I*
em 24 dias de cultivo. Os resultados obtidos nestes estudos demonstram que para além
do efeito da concentracdo, a estrutura quimica do corante € determinante na atividade
descolorativa/degradativa do microrganismo.

Barrasa et al. (2009) isolaram e identificaram trinta basidiomicetos de acordo com
caracteristicas morfologicas. Utilizando dois corantes RP5 e Azul Reativo 38 (azo e
ftalocianina, respectivamente) em diferentes concentracdes (75 e 150 mg-I™?)
selecionaram novas estirpes aptas a descolorir corantes recalcitrantes. Nestas
concentracdes apenas trés estirpes Calocera cornea, Lopharia spadicea, Polyporus
alveolari foram capazes de descolorir ambos os corantes.

Diwaniyan et al. (2010) avaliaram 8 estirpes de Fpb capazes de descolorir 6 corantes
sintéticos e 2 efluentes téxteis (A-pH 8,9; B-pH 2,5). A concentracdo final dos corantes
e efluentes téxteis no MCS foram de 0,02 % p/v e 1 % vl/v, respectivamente, sendo o
tempo de incubacdo de 12 dias. A estirpe Phanerochaete chrysosporium K3 apresentou
o melhor conjunto de resultados, descolorindo 5 corantes sintéticos e os 2 efluentes
téxteis selecionados, em diferentes intensidades. Neste mesmo estudo, a descoloracao
dos corantes e efluentes téxteis também foi avaliada com as 8 estirpes em meio de
cultura liquido (MCL). Os resultados obtidos denotaram diferentes perfis de
descoloracdo para cada estirpe avaliada, assim como o0s sistemas enzimaticos

envolvidos.
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2.6.1. Alguns fatores que influenciam o desempenho dos Fpb na

descoloracéo de corantes téxteis

A performance dos Fpb durante o processo de descoloracdo e/ou degradagdo de
corantes dependera de muitos fatores, podendo-se destacar: as condi¢fes de cultivo, as
caracteristicas especificas de cada estirpe, a idade do indculo, a composicdo e pH do
meio de cultura entre outros fatores (Machado et al., 2006; Rigas e Dritsa, 2006;
Revankar e Lele, 2007; Erden et al., 2009; Yemendzhiev et al., 2009; Singh et al.,
2010a; Kalpana et al., 2011).

Na Tabela 2.7 sdo apresentadas as diferentes capacidades de descoloracdo de varias
estirpes de Fpb quando submetidos a diferentes condi¢cdes de pH, meio de cultura e

corantes.
2.6.1.1. Composi¢do do meio de cultura

A composicdo do meio de cultura possui um efeito significativo sobre o crescimento
dos fungos e a producdo de um sistema de descoloracdo efetivo (Sanghi et al., 2009).
Os efluentes industriais reais possuem composi¢do variada e, em muitos casos, sdo
extremamente complexos. Estes efluentes normalmente apresentam falta de nutrientes
em comparacdo aos meios de cultura utilizados em estudos em escala laboratorial.
Portanto, deve-se ter atencdo focada no fornecimento de fontes de carbono e nitrogénio,
juntamente com outros nutrientes minerais e aditivos.

Uma fonte de carbono é normalmente necesséria para o crescimento de fungos. A
glicose é a fonte de carbono mais utilizada na maioria das investigacdes. Também
existem relatos quanto a boa assimilacdo das fontes de carbono: sacarose, frutose,
maltose, xilose, glicerol, amido e xilana (Pavko, 2011).

A quantidade de nitrogénio disponivel na natureza ou no meio de cultura exerce uma
grande influéncia na producdo das enzimas ligninoliticas extracelulares produzidas
pelos Fpb e constitui um fator essencial para um processo eficiente de descoloracédo de
corantes por estes microrganismos (Levin et al., 2010).

Mendez-Paz et al. (2003) relataram que a presenca de fontes de carbono externas que
favoreceriam o aumento da taxa de remocdo do corante azo Acido Laranja 7 (AL7)

destacando a glicose como um bom co-substrato.
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Tabela 2.7. Degradag&o de corantes sintéticos por Fpb.

Fungo Concentracéo do Corante Descoloragéo Tipo de Cultivo pH Enzima  Referéncia
(mg-1"%) Méxima inicial
%
Daedalea flavida Amaranto (50) 99 MCL (a) (b). 4,0-6,5 Lcc Rani et al., 2012.
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium Remazol Brilhante Azul R (200) 95 MCS ND ND Ang et al., 2011.
Pycnoporus sanguineus 32
Phlebia radiata 28,9
Pleurotus sajor-caju 19,2
Bjerkandera adusta Efluente simulado W1 (100) de cada corante. 96,5+0.5 MCL (a) 5,0 MnP Anastasi et al., 2011.
Efluente simulado W2 (1250) de cada corante. 91,0+6.5 MCL (a) 10,0 MiP
Efluente simulado W3 (1000) de cada corante. 89,7 +1.5 MCL (a) 9,0
Efluente simulado W4 (100) de cada corante. 91,4425 MCL (a) 5,0
Efluente Téxtil WR 63,0 MCL (a) 8,5
Trametes versicolor Preto Dycem TTO (150) 86-94 MCS; MCL(a) 4,5 Lcc Baccar et al., 2011.
Ganoderma lucidum 90
Irpex lacteus 76
Pleurotus ostreatus Amarelo Ouro Solar R (100 — 500) 90,32 MCL (a) 3,0-5,0 MnP Jilani et al., 2011.
Vermelho Brilhante Solar BA (100) 70,3 4,5
Laranja Solar RSN (100) 59,44 4,5
Irpex lacteus Azul-Escuro Isolan 2S-GL01 (50 — 250) 100 MCL (a) 5,0-9,0 ND Kalpana et al., 2011.
Phanerochaete chrysosporium Azul Drimaren K2RL (10 — 200) 97 MCL (a) 3,0-5,0 MnP Noreen et al., 2011.
Phanerochaete chrysosporium Direto Vermelho 80 (10-100) 100 MCL (a) 4,5 MnP Pakshirajan et al., 2011.
Mordante Azul 9 (10-100) 100 LiP
Pleurotus sajor-caju Reativo Preto 5 (10) 84 MCL (ND) 4,5 LiP Singh et al., 2011.
Reativo Laranja 16 (25) 80,9
Disperso Azul 79 (25) 32,1
Disperso Vermelho 60 (25) 47,2
Disperso Azul 56 (25) 5,9

MCL = (a) agitado e (b) estatico.

ND = N&o definido. MiP = Manganés independente-peroxidase; CDH = Celobiose-desidrogenase.

* Nao ocorreu descoloragdo, mas sim adsor¢ao ao suporte.
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Tabela 2.7. Degradagdo de corantes sintéticos por Fpb (Continuag&o).

Fungo Concentracéo do Corante Descoloragéo Tipo de Cultivo pH Enzima Referéncia
(mg-1"%) Méxima inicial
%
Ganoderma sp. Verde Malaquita (25-200) 98,9 +£1.27 MCL (a) 55 Lcc Zhuo et al., 2011.
Metil Laranja (25-200) 96,7 £1.22 55
Cristal Violeta (25-200) 924 £24 55
Bromofenol Azul (25-200) 98,3+4.01 55
Efluente Simulado | 91.3 £2.74 45
Efluente Simulado I1 90.9 +6.34 4,5
Efluente Téxtil 91.38 +3.09 9,2
Lentinus crinitus Reativo Azul 220 (100-5000) 95 MCL (b) 2,0-9,0 Lcc Niebisch et al., 2010.
Reativo Vermeho 198 (100) -
Reativo Laranja 107 (100) -
Dratronia sp. Remazol Brilhante Azul R (200-1000) 90 MCL (a) 3,0-9,0 Lcc Vaithanomsat et al., 2010a.
Reativo Preto 5 (200-1000) 90 MnP
Ganoderma sp. Reativo Azul 19 (150) 94,89 MCL (a) 5,5-6,5 Lc Fazli et al., 2010.
Phanerochaete chrysosporium  Direto Vermelho 80 (50) 100 MCL (a) ND LiP Singh et al., 2010b.
Ganoderma lucidum Amarelo Ouro Solar R (10-100) 83,78 £5 MCL (a) 3,0-5,0 MnP Bibi et al., 2009.
Laranja Solar RSN (10-100) 43 +3
Vermelho Brilhante Solar BA (10-100) 7715 +4
Trametes versicolor Acido Verde 16 (150) 99 MCL(a) 4,5 Lcc Casas et al., 2009.
Fucsina Acida (150) 99
Metil Verde (150) 78
Verde Brilhante 1 (150) 92
Fucsina Bésica (150) 79
Trametes pubescens Remazol Brilhante Azul R — (133) 100 MCL (b). ND Lcc Enayatzamir et al., 2009a.
Metil Verde (33) 90 CDH
Xilidina Ponceau (22) 80
Direto Violeta 51 (15) 84
Marrom Bismark R (22) 40
Poli R-478 (ND) 24
Trametes sp. Verde Malaquita (5-200) 97 MCL(a) 2,0-8,0 Lcc Maalej-Kammoun et al., 2009.
Phanerochaete chrysosporium  Laranja Il (50-250) 85 MCL (a) 3,0-7,0 MnP Sharma et al., 2009.
Trametes versicolor Reativo Laranja -16 (79-920) 94,5 MCL (a) 4,5 ND Srinivasan e Murthy, 2009.
Vermelho Reativo-35 (79-920) 90,7
Trametes versicolor Acido Vermelho 66 (10-100) 95,7 MCL (a) (b). 5,0-10,0 ND Sukumar et al., 2009.
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Tabela 2.7. Degradagdo de corantes sintéticos por Fpb (Continuag&o).

Fungo Concentracéo do Corante Descoloragéo Tipo de Cultivo pH Enzima Referéncia
(mg-1"%) Méaxima inicial
%
Phanerochaete chrysosporium  Direto Violeta 51 (65) > 85 MCL (a) ND MnP Enayatzamir et al., 2010.
Reativo Preto 5 (120) > 85
Xilidina Ponceau (100) ~100
Bismark Castanho (1000 *
Trametes sp. Vermelho Congo (100) 100 MCL (a) 3,0-6,0 Lcc Yang et al., 2009b.
Répido Azul RR (100) 100
Acido Vermelho (100) 100
Amido Preto 10B (100) 100
Laranja G — (100) 100
Verde Malaquita (100) 70
Cristal Violeta (20-200) 70
Vermelho Cresol (100) 70
Azul Brilhante Comassie G 250 (100) 70
Bromofenol Azul(100) 100
Remazol Brilhante Azul R (20-200) 100
Trametes versicolor Reativo Azul 4 (50; 125) 90 MCL (a) 6,5 Lcc Yemendzhiev et al., 2009.
Irpex lacteus Reativo Laranja 16 (150) 88,5+6.7 MCL (a) ND Lcc Svobodova et al., 2008.
Naftol Azul Preto (150) 76,2 MnP
Remazol Brilhante Azul R (150) 98,6 £0,2
Ftalocianina de cobre 11 (150) 432+28
Bromofenol Azul (150) 244+74
Ganoderma sp Amaranto (100) 96 MCL (a) e (b) 55 ND Revankar e Lele 2007.
Reativo Laranja 16 (100) ND
Vermelho Brilhante Cibracon 3B-A (100) 50
Vermelho Acido 16 (100) ND
Laranja Il (100) ND
Remazol Brilhante Azul R (100) 73
Ischnoderma resinosum Laranja G (500-1000) 954 MCL (a) (b) Lcc/MnP Eichlerova et al., 2006b.
Amaranto(500-1000) 99,1
Remazol Brilhante Azul R (500-1000) 94,8
Ftalocianina de cobre 11 (500-1000) 92,2
Poli R-478 (500-1000) 27,2
Verde Malaquita (50-100) 97,0
Cristal Violeta (50-100) 99,6
Trametes trogii Remazol Brilhante Azul R (50-400) 97 MCL (a) 3,0-8,0 Lcc Mechichi et al., 2006.
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Em outro estudo Mendez-Paz et al. (2005) utilizando o mesmo corante (AL7)
conduziram diferentes ensaios obtendo novamente uma maior taxa de descoloragédo
quando adicionada glicose como co-substrato.

Moldes et al. (2004) descrevem a forte influéncia da fonte de nitrogénio empregue, na
quantidade e tipo de enzimas ligninoliticas sintetizadas por varios Fpb. Neste mesmo
estudo, constataram que a proporcdo das isoenzimas de Lcc secretadas pelo Fpb
T. versicolor era diferente de acordo com o material lignocelulésico empregue, sendo
que esta propor¢do desempenhava um papel importante na descoloracao de corantes.

Conclusdes semelhantes ocorreram em um estudo conduzido por Mikiashvili et al.
(2005). De acordo com os autores, a sintese de enzimas ligninoliticas é regulada pelas
fontes de carbono e nitrogénio existentes no meio de cultura. A estirpe T. versicolor 775
foi considerada eficiente na producdo de Lcc e MnP em meio de cultura contendo
substrato lignocelulésico.

Rodriguez Couto et al. (2006a) avaliaram o efeito da adi¢do de diferentes fontes de
carbono na producéo de Lcc. O experimento foi conduzido em um reator air lift de 6 |
com a estirpe Trametes hirsuta. A atividade maxima da enzima Lcc (19 400 U I foi
obtida quando ao 24° dia de fermentacao foi adicionado glicerol.

O Fpb Schyzophullum commune foi utilizado em um estudo de biodegracéo do corante
Vermelho Cibracon FN-2BL desenvolvido por Bhatti et al. (2008). Segundo os autores,
nas condicdes de pH 4,5, temperatura 30 °C e adicdo de 1,5 % de glicose na composicao
do meio de cultura, o microrganismo foi capaz de remover 98 % do corante. As enzimas
ligninoliticas LiP e MnP foram descritas como as principais responsaveis no processo
de biodegradacéo do corante supracitado.

Asgher et al. (2009) avaliaram a capacidade do Fpb Coriolus versicolor IBL-04 no
tratamento de um efluente téxtil. O método classico de otimizacdo do processo foi
adotado, variando-se um parédmetro (temperatura, pH e adicdo de fontes de carbono e
nitrogénio complementares). De acordo com os resultados obtidos, a otimizagdo dos
parametros: pH, temperatura e a utilizacdo de amido como fonte de carbono,
proporcionou uma maior sintese da Unica enzima ligninolitica detectada (MnP) e,
consequentemente, um melhor desempenho do Fpb C.versicolor na descoloragéo deste
efluente atingindo uma taxa de 84,4 %.

Elisashvili e Kachlishvili (2009) descrevem a possivel influéncia de alguns

carboidratos na regulacdo da expressdo da enzima Lcc sintetizada por Fpb. Os mesmos
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autores destacam a necessidade da elucidacdo da expressao desta enzima utilizando-se
diferentes fontes de carbono para 0 aumento da sintese desta enzima.

Niebisch et al. (2010) avaliaram o efeito de 6 diferentes fontes de carbono, pH,
temperatura e concentracdo de sais na descoloracdo de Azul Reativo 220 (AR220) por
Lentinus crinitus. Neste estudo concluiram que a descoloracdo do corante estava
fortemente associada a composi¢do do meio de cultura e condigdes de cultivo. A enzima
envolvida na descoloracdo de AR220 foi uma putativa Lcc de baixo peso molecular e
que apresentava boa tolerancia a uma ampla gama de pH e temperatura.

Kumar et al. (2012) relataram uma maior atividade da enzima Lcc purificada de
Pleurotus ostreatus em 10 mM de glicerol, aumentando 1,99 vezes a atividade da

enzima.
2.6.1.2. Concentracao inicial do corante

O efeito da concentragdo inicial do corante € um fator importante na deciséo sobre a
taxa e extensdo de descoloracdo. Os corantes sdo normalmente toxicos para 0S
microrganismos. A faixa de concentracdo de corantes descrita na maioria dos estudos,
varia geralmente de 50 a 1000 mg'1™ (Pavko, 2011).

A toxicidade depende do tipo de corante e em maiores concentracdes 0s corantes séo
geralmente toxicos (Sanghi et al., 2011).

2.6.1.3. pH

A maioria dos estudos referente ao crescimento e producdo de enzimas sao realizados
em “batch” e geralmente sem um controle do pH durante o cultivo. Dentre os fungos
filamentosos, os Fpb apresentam melhor taxa de crescimento em meio acido.
Dependendo do substrato utilizado ocorrem alteracdes no pH durante o periodo de
cultivo. O crescimento contendo carboidratos geralmente provoca acidificacdo do meio
de cultura. No que se refere a descoloracdo de corantes, 0s experimentos podem ser
conduzidos com o caldo de fermentacdo (micélio e enzimas) ou enzimas isoladas.
Valores distintos podem ser detectados para um pH 6timo de crescimento e producéo de
enzima, assim como para a agao de enzimas isoladas e degradacdo de corantes. Deste
modo, o pH 6timo dependera do meio de cultura, do fungo e do sistema enzimatico
(Pavko, 2011).
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A capacidade da estirpe P. chrysosporium MTCC 4955 em descolorir o corante azo
Laranja Il nas concentragdes de 50 e 100 mg-I"* foi avaliada por Sharma et al. (2009).
Neste estudo, os autores ajustaram o meio de cultura a pH inicial 5,0. Nestas condigdes
uma ligeira reducdo na capacidade do microrganismo em descolorir o corante foi
observada ap6s a elevacéo da concentragdo do corante para 100 mg-I™, muito embora a
descoloracédo tenha chegado a uma taxa de 85 % no 5° dia do ensaio.

Ao estudarem a descoloracdo de RP5 utilizando a estirpe Funalia trogii ATTC
200800 em diferentes valores de pH (4,78; 5,0; 5,5 e 6,0) Mazmanci e Unyayar (2010)
obtiveram uma maior descoloracdo de RP5 em pH 4,78.

Vaithanomsat et al. (2010b) utilizaram a estirpe Dratronia sp. KAPI0039 para um
estudo do efeito do pH na descoloragéo de Remazol Brilhante Azul R (RBBR) e RP5. A
maior taxa de descoloracdo foi obtida com o corante RBBR em valores de pH que
variaram entre o neutro e alcalino. Em contrapartida os melhores resultados de

descoloragdo de RP5 ocorreram em condigdes acidas.

2.6.1.4. Estado morfologico do microrganismo

O estado morfoldgico do microrganismo durante o processo fermentativo influencia
diretamente a obtencdo dos produtos microbianos de interesse, por diminuir o tempo de
cultivo e aumentar o rendimento do processo. Os fungos, por exemplo, apresentam uma
morfologia bastante complexa com estruturas celulares diferentes em cada etapa do seu
ciclo de vida (Covizzi et al., 2007).

Neste contexto, a tecnologia de imobilizacdo celular (TIC) através do uso de
diferentes tipos de suportes possibilita dentre outras vantagens a reutilizacdo celular, a
protecdo aos danos causados por cisalhamento e uma maior estabilidade durante longos
periodos aumentando a eficiéncia nos processos fermentativos (Bergmaier et al., 2005).
A utilizacdo de células imobilizadas em varios processos biolégicos tem sido descrita
como promissora, uma vez que em estado natural os microrganismos encontram-se
aderidos a diferentes tipos de superficies (Akdogan e Pazarlioglu, 2011).

A imobilizacdo de microrganismos pode ser definida como qualquer técnica que
limita a livre migracdo de células. Basicamente, existem dois tipos de imobilizagdo
celular: o aprisionamento e adesdo (attachment). No primeiro caso, 0s organismos sdo

aprisionados no interior dos intersticios de materiais fibrosos ou porosos e sdo contidos
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fisicamente por uma matriz solida e porosa. No segundo, 0s microrganismos aderem a
superficie ou a outros organimos de auto-adesdo ou ainda por ligacdo quimica
(Rodriguez Couto e Toca-Herrera, 2007; Mussato et al., 2009; Saratale et al., 2011).

Urra et al. (2006) destacam que a imobilizacdo de células tem demonstrado ser um
recurso eficiente, uma vez que a producdo continua de enzima durante o metabolismo
secundario é restrita a condic@es fisioldgicas e morfolégicas do fungo. O crescimento
desordenado do micélio pode reduzir o rendimento do processo ap6s um curto periodo
de tempo. Muitos estudos descrevem uma melhor performance do microrganismo
imobilizado em diferentes suportes quando comparado a células livres, uma vez que o
sistema assegura uma maior transferéncia de oxigénio, reduzindo o crescimento micelial
excessivo.

Segundo Covizzi et al. (2007) a maior concentracdo de células microbianas em um
suporte garante a sintese dos metabdlitos e aumenta a eficiéncia da fermentacdo. Além
disso, facilita a recuperagdo dos produtos do metabolismo de interesse na fase de
“downstream” e ajuda na manutencdo dos fermentadores, uma vez que ndo apresenta
problemas de adesdo e obstrucdo aos eletrodos e tubos. Nas operacdes industriais, 0
sistema de imobilizacdo de células microbianas pode fornecer vantagens adicionais
sobre células livres, podendo-se citar a reutilizacdo de biomassa, maior facilidade na
separacgdo entre liquidos e sélidos e reducdo na possibilidade de obstrucdo em sistema
de fluxo continuo (Ledn-Santiesteban et al., 2011).

A utilizacdo de células ou enzimas imobilizadas, no tratamento de efluentes téxteis
depende da selecdo do suporte (inerte ou natural) mais adequado a cada estirpe e
condigdes de operacdo. Em muitos casos 0s suportes inertes sdo considerados mais
adequados para fermentacdes que ocorrem por longos periodos.

Vaérios estudos tém empregado diferentes materiais para a imobilizacdo, podendo-se
citar: espumas de poliuretano (Rodriguez Couto et al., 2004; Pavko e Novotny, 2008),
esponja de “nylon” (Rodriguez Couto et al., 2004; Enayatizamir et al., 2011), alginado
de calcio (Dominguez et al., 2005; Dominguez et al., 2007; Enayatzamir et al., 2010),
esponja vegetal Luffa cylindrica (Mazmanci e Unyayar, 2005).

Osma et al. (2010b) utilizaram Lcc imobilizada do Fpb Trametes pubescens. Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram que a descolora¢do do corante ocorreu
principalmente pela agdo da enzima Lcc. Além disso, os produtos da degradacdo do

RBBR apresentaram menor fitotoxicidade do que o corante de origem.
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2.7. Tipos de fermentacéo

O tipo de fermentagdo adotado influenciara diretamente no desempenho do
microrganismo e consequentemente na sintese das enzimas envolvidas. O processo
fermentativo pode ocorrer em MCL denominado de fermentacdo submersa (FS) e em
MCS, denominado de fermentacdo em estado solido (FES) (Stajic et al., 2004; Majeau
etal., 2010).

A FS envolve o crescimento de microrganismos em um meio liquido rico em
nutrientes e com uma concentracdo elevada de oxigénio (condicbes aerdbias). A agua
possui diversas funcdes em um bioprocesso, tais como, a difusdo de nutrientes no meio
reacional e a absorcdo destes pelos agentes microbianos, bem como a remogdo de
metabdlitos; e a manutencdo da funcdo e estabilidade de estruturas bioldgicas, como
proteinas, nucleotideos e carboidratos, da estabilidade da estrutura lamelar e da
conservacao da permeabilidade da membrana plasmatica (de Castro e Pereira Jr, 2010).

A producdo industrial de enzimas é realizada principalmente por FS (Rodriguez Couto
e Toca-Herrera, 2007) enquanto que, na FES, as condi¢Bes sdo muito semelhantes as
existentes na natureza e ocorre na auséncia ou quase auséncia de agua livre.

Em relacdo ao cultivo de fungos filamentosos, a limitacdo de agua pode causar a
desnaturacdo de enzimas-chave do metabolismo das células, ocasionando um
desequilibrio nas vias, afetar os processos de germinagdo, esporulacdo e formacdo de
metabdlitos, assim como reduzir a taxa de crescimento microbiano e aumentar o periodo

de aclimatacdo celular (de Castro e Pereira Jr, 2010).

2.8. Reatores

A selecdo de um reator apropriado é essencial para a obtencdo de uma maior
eficiéncia e reducdo de custos no processo. Um reator em condicdes ideais de operacdo
deve assegurar grande producdo enzimatica por longos periodos e proporcionar o
crescimento controlado do microrganismo.

Atualmente, o uso de Fpb para a descoloracdo/biodegradacéo de diferentes classes de
corantes e efluentes téxteis, tém sido relativamente bem sucedida utilizando-se varios
tipos de reatores (Tabela 2.8), incluindo os de solo em suspenséo, leito fixo de fluxo
continuo, membrana submersa, contador bioldgico rotativo entre outros (Gao et al.,
2010). A concepcdo do sistema de operacdo mais adequado dependera sempre de um
conjunto de fatores.
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Tabela 2.8. Descoloragdo de corantes sintéticos por Fpb em diferentes reatores.

Fungo Tipo de reator/ Tipo de cultivo Concentracédo do Corante Enzima/ Indutor pH Referéncia
Volume de trabalho (1) (mg-1"Y) Atividade Maxima inicial
Trametes versicolor Ar Pulsado Células livres. Preto Dycem TTO (150) Lcc/70 AU I - 4,5 Baccar et al,
(1,5 2011.
Phanerochaete Leito Fixo Célula imobilizada em Preto Reativo 5 (15-100) LiP/ND AV 44 Enayatizamir et
chrysosporium 0,2) EN. MnP/ND al., 2011.
Cascas de semente de
girassol
Irpex lacteus Filtro Bioldgico Célula imobilizada em Remazol Brilhante Azul R (150) MnP 23,3 3 U-I"? - 4,5 Novotny et al.,
0,2) EPO. Bromofenol Azul (150) Lec9+2 Ut 2011.
Ftalocianina de cobre (1) (150)
Reativo Laranja 16 (150)
Disperso Azul 3 (150)
Metileno Azul (150)
Efluente Téxtil ND
Bjerkandera adusta Leito Fixo Esponja de aco Efluente simulado W1 (Azul MnP/451 AU I - 5,0 Anastasi et al.,
(0,3;1,0) inoxidavel Acido 62, Acido Amarelo 49, MiP/149 AU I* 2010.
Acido Vermelho 266) (100)
Efluente Téxtil OMO 9,3
Irpex lacteus Bioldgico de Contato Célula imobilizada em Remazol Brilhante Azul R (100) Lec/9 U-IT - 4,5 Pocedi¢ et al.,
Rotativo (1,5) madeira de pinho; Reativo Laranja 16 (100) 2010.
Espuma de poliester.
Phanerochaete Leito Fluidizado Esporos  imobilizados Reativo Laranja 16 (40) MnP/96+8 U1 - 4,0 Zahmatkesh et
chrysosporium (1,5) em esferas de alginato al., 2010.
de célcio.
Tramete pubescens Leito fixo Esponja de aco Reativo Preto 5 (30) Lcc/1025 U-I* Cu* 4,5 Enayatizamir et
(0,2) inoxidavel al., 2009.
Irpex lacteus “Trickle-bed biofilter” Espuma de poliéter Remazol Brilhante Azul R (150) Lcc/6,0 U-dm™ - ND Pocedi¢ et al.,

macroreticulada;
Esponja vegetal Luffa;
Esponja de poliamida.

Reativo Laranja 16 (150)

MnP/40 U-dm’®

2009.

Aril dlcool-oxidase = (AAO)

EPO = Espuma de poliuretano; EN =. Esponja de “nylon”. AV = Alcool veratrilico.

ND = N&o definido; - Nao ocorreu adicéo.

43



Capitulo 2 Revisdo da Literatura

Tabela 2.8. Descoloragdo de corantes sintéticos por Fpb em diferentes reatores (continuag&o).

Fungo Tipo de reator Tipo de cultivo Concentracédo do Corante Enzima/ Indutor pH Referéncia
(volume de trabalho) (mg-17) Atividade Maxima inicial
Tramete pubescens Quimiostato Célula imobilizada em Reativo Azul 49 (200-2000) Lcc 15 333 nkat/l - ND Casieri et al,
Pleurotus ostreatus (0,25) EPO. Reativo Vermelho 243(200- MnP 1687 nkat/l 2008.
2000) MiP 417 nkat/l
Remazol Brilhante Azul R(200- LiP 567 nkat/I
2000) AAO 583 nkat/l
Bjerkandera sp. Biologico de Contato Rotativo ~ Madeira de bétula. Reativo Preto 5 (100) ND - 6,0 Nordstrém et al.,
0,4) Reativo Laranja 13 (100) 2008.
Reativo Azul 21(100)
Reativo Amarelo 206 (100)
Trametes hirsuta “Air-lift” Células livres. - Lcc/19400 U-IT CuSO, 45 Rodriguez Couto
(6,0) Glicerol et al., 2006a.
Trametes versicolor Leito Fixo Esponja vegetal Luffa. Reativo Vermelho 2 (500) ND - 3,0-4,0 Nilsson et al.,
Pleurotus flabellatus (1,0; 1,5) Reativo Azul 4 (500-200) 2006.
Bioldgico de Contato Rotativo ~ Madeira de Bétula.
(1,0) Efluente téxtil real (ND) 3,0
Trametes versicolor Bioldgico de Contato Rotativo  Fio de juta. Amaranto (15-28) ND - ND Ramsay et al.,
(5,3) 2006.
Reator de Tanque Agitado Amaranto (25-100)
(18
Irpex lacteus “Trickle-bed” Células imobilizada em Reativo Laranja 16 (150-600) MnP/32,9 U-I1 - ND Tavéar et al,
0,; 1,0 EPO. Lec/2,3 U-I? 2006.
Bioldgico de Contato Rotativo
(1.0)
Phanerochaete “Packed-Bed” Célula imobilizada em Preto Acido 1 (25-400) MnP/106 U-I* Mn*2 4,5 Urra et al., 2006.
chrysosporium (0,203) EPO. Azul Béasico 41 (25-100)

Preto Reativo 5 (25-400)
Larnja Reativo 16 (25-400)
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Borchert e Libra (2001) estudaram a capacidade de utilizar células livres de
T. versicolor em descolorir os corantes RP5, Reativo Vermelho 198 e RBBR. Os
experimentos foram conduzidos simultdneamente em Erlenmeyers e reatores de tanque
agitado operados em “batch” a pH 5,0. Para ambos os sistemas adotados os resultados
obtidos apresentaram uma taxa de descoloracdo estavel e elevada entre 91-99 %. Estes
autores sugeriram a possibilidade de reutilizagéo da cultura celular por longo tempo sem
diminuicdo da atividade das enzimas extracelulares envolvidas.

A descoloragdo de corantes azo e antraquindnicos em concentragao de 100 mg'l'l, foi
descrita por Kim et al. (2004) utilizando um biorreator de membrana, onde o Fpb
T. versicolor apresentou uma descoloragdo destes corantes de ate 99 % em 48 h.
Também utilizando o Fpb T. versicolor imobilizado em fio de juta Ramsay et al. (2006)
avaliaram a capacidade deste microrganismo em descolorir 0 corante Amaranto. Os
experimentos foram conduzidos em um reator bioldgico de contato rotativo (CBR)
operado em “batch” (modo continuo). As maiores taxas de descoloracdo obtidas
ocorreram quando o reator foi operado em “batch ”.

Tavcar et al. (2006) avaliaram a capacidade da estirpe Irpex lacteus, imobilizada em
EPO, em descolorir o corante Reativo Laranja 16 utilizando trés diferentes tipo de
reatores. Os melhores resultados obtidos foram em um reator trickle bed pequeno, onde
a maior taxa de descoloracdo foi de 90 % em 3 dias. O suporte EPO, apresentou-se
como adequado para a imobilizacao desta estirpe

Um estudo desenvolvido por Casas et al. (2007) em biorreator de 1,5 | operado com
biomassa fluidizada de T. versicolor proporcionou uma descoloragcdo de 97 % do
corante Laranja G em apenas 20 h. A atividade da enzima Lcc foi detectada entretanto,
ndo houve deteccdo da atividade da enzima MnP.

A capacidade da estirpe Trametes pubescens em decolorir o corante RP5
(concentracdo 60 ppm) por quatro ciclos sucessivos em um reator de leito fixo, pH 4,5,
foi relata por Enayatzamir et al. (2009b).

Baccar et al. (2011) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a capacidade de
trés diferentes estirpes de Fpb em descolorir o corante Preto Dycem TTO utilizado na
indastria de curtume. Os melhores resultados de descoloragdo foram obtidos com a
estirpe T. versicolor. A estirpe T. versicolor apresentou uma taxa de descoloragcdo de
94 % em Erlenmeyers sob agitacdo e 86 a 89 % em bioreator de ar pulsado com reuso
de biomassa. Neste estudo contatou-se que a enzima Lcc foi a principal responsavel

principal na descoloragdo do corante, mesmo quando detectada em baixa atividade.
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2.9. Etapas da investigacao

Considerando toda a informacdo descrita neste capitulo, o presente trabalho seguiu a
estratégia apresentada no fluxograma da Figura 2.7.

Selecio de Fpb

Meio de cultura solido (MCS)

4

pH alcalino & [Corantes] [NaCl]

Meio de cultura liquido (MCL)

Quantificacdo da biomassa |& Células livres Otimizacdo das condicdes
|
Imobilizagio de células

Reator

\ 4

Consumo de sacarose <

\ 4

Atividade enzimatica das LMEs

Adicdo de co-substrato  [&
(sacarose e glicerol)

\ 4

Adicdo de co-substrato
(sacarose ¢ glicerol)

Expressdo génica de LMEs

W

Figura 2.7. Fluxograma das etapas de investigacdo do presente trabalho.

Como indicado no fluxograma, e como sera descrito pormenorizadamente no Capitulo
3, 0s ensaios incidiram sobre as varias possibilidades para o tratamento de efluentes
contaminados com o corante azo RP5, visando uma otimizagdo do processo. Assim,
foram feitos ensaios que permitiram a selecdo de Fpb mais adequadas ao processo, bem
como o estudo das caracteristicas do substrato, nomeadamente no que se refere ao pH e
a salinidade. Posteriormente, foram feitos ensaios em reatores de modo a verificar quais
as condigOes onde se obtinham resultados mais significativos, levando em consideragéo
0 tipo de reator, o tipo de substrato e as caracteristicas do inoculo (células livre ou
células imobilizadas). A expressdo génica de LME’s também foi realizada de modo a
otimizar e maximizar as condi¢des para a producdo das enzimas responsaveis pela

degradacéo de corantes.
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3.1. Corantes téxteis

Os corantes Poli-R478 (PR478) e Reativo Preto 5 (RP5) foram obtidos da Sigma-

Aldrich (Alemanha). Informacdes referentes aos corantes sdo fornecidas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Caracteristicas gerais dos corantes utilizados neste estudo.

Caracteristicas

Poli-R478

Reativo Preto 5

Nome e niimero (CAS)
Nome e ndmero (CI)
Nome comercial
Sindnimo

Abreviagéo

Cor

A max

Grupo cromoforo
Formula molecular
Peso molecular

Estrutura quimica

Poli R-478 (68550-77-6)

Poli R-478
PR478

Rosa

523 nm
Antraguinona
ND

40000 g-mol™

Ac

NH

Reativo Preto 5 (17095-24-8)
Reativo Preto 5 (20505)

Reativo Preto 5/Remazol Preto B
Remazol Preto B

RP5

Azul

592 nm

Diazo

C26H21NsNa,019Se

991,82 g-mol™

‘c‘)
NaogsOCHzCHZS@ N=—N SO;Na
o 42—§

HO

/\
OCNQ

Na0;SOCH,CH,——$ =\ '50;Na

CAS (Chemical Abstracts Service) = nimero atribuido a cada produto quimico descrito na literatura.

Cl (Colour Index) = numero atribuido em funcdo da classe quimica ou aplicacdo, a que o corante ou

pigmento pertencem.

A max = comprimento de onda maximo de absorvancia.

ND = ndo definido.
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3.2. Microrganismos e meios de cultura

3.2.1. Microrganismos

Doze estirpes de fungos ligninoliticos da podriddo branca da madeira (Fpb),

provenientes da Micoteca da Universidade do Minho (MUM, Braga, Portugal), foram

selecionadas (Tabela 3.2). A manutencdo da viabilidade dos microrganismos foi

realizada em placas de TWA-celulose, sendo mantidas a 4 °C e com renovagdo das

culturas mensalmente.

Tabela 3.2. Fungos selecionados para o estudo.

Estirpes

Bjerkandera adusta MUM 99.04
Fomes fomentarius MUM 04.102
Ganoderma applanatum MUM 04.103
Irpex lacteus MUM 98.04
Pleurotus ostreatus MUM 94.08
Phanerochaete chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725)
Phanerochaete chrysosporium MUM 95.01
Trametes versicolor MUM 94.04
Trametes versicolor MUM 04.100
Trametes versicolor MUM 04.101
Trametes versicolor MUM 04.104
Trametes versicolor MUM 04.105

3.2.2. Meios de cultura

3.2.2.1. Meio agarizado de agua da torneira com celulose (TWA-celulose)

Composicdo final (por litro de &gua da torneira): agar (15,0 g). O meio foi

autoclavado por 15 min a temperatura de 121 °C e 1 bar. Durante o plagqueamento do

meio, incorporou-se como fonte de carbono uma tira de papel de filtro estéril de 1 cm?

ao centro da placa.
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3.2.2.2. Meio de pré-adaptacdo (MPA)

Composicdo final (por litro): sulfato de aménio (0,5 g), sacarose (5,0 g), base
nitrogenada de levedura (YNB) sem aminoacidos (1,70 g), L-asparagina (1,0 g), agar
(15,0 g), PR478 ou RP5 (0,05-0,20 g). A adicdo de NaCl (entre 5,0 a 20,0 g) ao meio
ocorreu somente em situacdes pontuais e serdo mencionadas ao longo do texto. A
esterilizacdo de sulfato de amonio, sacarose, agar e cloreto de sddio foi realizada em
autoclave a 121 °C e 1 bar durante 15 min.

As solugdes estoque de: YNB (10 x), L-asparagina (10 x) e de cada corante (100 x)
foram previamente preparadas em agua desionizada e, posteriormente, filtradas em filtro
estéril Millipore de 0,45um.

O ajuste do pH (8,0-10,0) foi efetuado com adicdo de NaOH (10 M) e ocorreu
anteriormente a esterilizagdo, com o auxilio de um medidor de pH (WTW pH 526).

Os meios de cultura sélidos (MCS) e meios de cultura liquidos (MCL) possuiam,
respectivamente, a mesma composi¢do que os meios MPA e MPA com auséncia de

agar.

3.2.2.3. Meio de extrato de malte, glicose, extrato de levedura e peptona
(MGLP)

Composicdo final (por litro): extrato de malte (3,0 g), glicose (10,0 g), extrato de
levedura (3,0 g) e peptona (5,0 g), autoclavado por 15 min a temperatura de 121 °C e
1 bar.

3.2.3. Inéculo

O procedimento padrdo para a obtencdo do in6culo em forma de discos foi realizado
com o auxilio de um fura rolhas estéril de 8 mm de didmetro. Assim, um disco retirado
da area periférica da colbnia, crescida em placa de TWA-celulose, foi colocado no
centro de uma placa de 90 mm com meio de pré-adaptacdo (MPA), cuja composicéo foi
idéntica a cada condicdo de estudo. Estas placas de MPA foram incubadas por um
periodo de 7 dias a temperatura de 30 °C e, entdo, utilizadas para obtencdo de novos
discos como fonte de indculo para os ensaios realizados ao longo deste trabalho.
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3.3. Suportes sintéticos
3.3.1. Espuma de poliuretano (EPO) e esponja de “nylon” (EN)

Dois suportes sintéticos foram usados neste trabalho: espuma de poliuretano (EPO) e
esponja de “nylon” (EN), fornecido pela empresa (Scotch Brite, 3M Espanha, SA). O
pré-tratamento da EPO ocorreu conforme o método de Rodriguez Couto et al. (2004).
Cubos desta espuma (1 cm®) foram lavados uma vez em metanol (P.A.) e duas vezes em
agua destilada esterilizada. Apds o término deste procedimento, os cubos secaram a
temperatura ambiente, por 24 h. Para o pré-tratamento da EN, o método usado foi
adaptado de Gupta e Kar (2008). Cubos da esponja (1 cm®) foram lavados em agua
destilada por duas vezes e, posteriormente, transferidos (10,0 g) para Erlenmeyers de
250 ml de capacidade contendo 100 ml de agua destilada. Depois de autoclavados

(121 °C, 1 bar, durante 15 min) foram secos numa estufa a 60 °C, por 24 h.

3.3.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A observacdo da estrutura morfolégica dos suportes escolhidos para imobilizacdo
celular, assim como a colonizacdo efetuada pelo micélio fungico, foi feita por MEV,
num microscopio (Leica/Cambridge) S360. As amostras com fungo aderido foram
lavadas por duas vezes em agua destilada para retirar o possivel excesso de micélio. A
sequir, as amostras foram desidratadas por sucessivas lavagens em crescentes
concentracdes de solucBes aquosas de etanol e finalmente etanol puro (10, 30, 60, 70,
100 %) armazenadas num dessecador até ao momento da analise. As amostras foram

revestidas com ouro antes da observagdo microscopica.

3.4. Métodos analiticos
3.4.1. Quantificacdo dos corantes

A concentracdo de cada corante foi determinada por espectrofotometria de UV-visivel
entre (200-900 nm) pelo decréscimo da intensidade da banda de absorcdo no
comprimento de onda maximo (Amsx). Utilizou-se um espectrofotémetro UV/VIS Jasco
V-560, onde os espectros foram obtidos pela analise de 5 ml do sobrenadante das
amostras. O valor de absorvancia obtido em MCL contendo a concentracao inicial de
cada corante correspondeu a 100 %. Diante da variabilidade de valores de pH em que o
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trabalho foi delineado, foram construidas curvas padrdo em todas as concentracdes de

realizagdo dos ensaios.

3.4.2. Quantificacdo da biomassa

A biomassa foi filtrada a vacuo utilizando-se um filtro Millipore 0,45 um,
previamente seco em estufa a 105 °C e pesado. A concentracdo da biomassa foi entdo
determinada através da diferenca do valor do respectivo peso seco depois de filtrada

neste filtro e seca por 24 h em estufa a 105 °C.

3.4.3. Quantificacdo da sacarose

A concentracdo de sacarose existente no meio de cultura liquida (MCL) foi analisada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)-JASCO. As condicOes analiticas
usadas envolveram um fluxo de 0,7 ml-min de uma solucdo aquosa de H,SO, a
0,005 M como fase mével, numa coluna MetaCarb 67H (300 x 6,5 mm) a temperatura
de 60 °C e por um detector Refractive Index Detector (JASCO RI 830). O volume de
amostra injetado para analise foi de 20 pl. Para obter a concentracdo de sacarose, a
curva padrdo foi construida com o mesmo agucar e a concentracao inicial foi igual a do
MCL correspondente a 100 %.

3.4.4. Quantificacdo das atividades enzimaticas

Os ensaios enzimaticos foram efetuados colorimetricamente a temperatura ambiente,
utilizando-se um espectrofotdmetro UV/VIS Jasco 560. Excepcionalmente, no caso do
ensaio da LiP usou-se um espectrofotometro rainbow Biotech Sinergy HT ELISA
seguindo-se um procedimento miniaturizado em placas de 96 pogos. Em cada ensaio
enzimatico a mesma mistura reacional, contendo as amostras fervidas, foi utilizada
como branco.

Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de
enzima capaz de causar uma alteracdo de absorvancia de 0,01 por minuto, sob as

condigdes do respectivo ensaio.
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3.4.4.1. Lacase (Lcc)

A atividade da Lcc (EC 1.10.3.2) foi determinada através da oxidacdo de
seringaldazina (Givaudan et al., 1993) pelo aumento da absorvéncia a 525 nm. A reagéo
ocorreu a partir da mistura de: 10 ul de sobrenadante das amostras recolhidas, 90 ul de
solucéo de seringaldazina (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido azina, Sigma) a 0,11 mM
em etanol absoluto (Merck) e 200 ul de solugdo tampdo de é&cido

citrico/hidrogenosfosfato de sédio de pH 6,0.
3.4.4.2. Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade de MnP (E.C. 1.11.1.13) foi determinada através da oxidacdo de MBTH
(3-metil-2-benzotiazolina hidrazona, Sigma) pelo aumento da absorvancia a 590 nm
(Castillo et al., 1994). A reacdo ocorreu a partir da mistura de: 10 ul de sobrenadante
das amostras recolhidas, 10 pl de uma solugdo 0,23 g-I* de peréxido de hidrogénio a
30 % (Merck), 120 pl de solugdo aquosa de MBTH a 0,07 mM, 10 pl de solugéo aquosa
de manganés (Merck) a 0,3 mM e 150 ul de solucdo tampédo de acido citrico/

hidrogenofosfato de sédio de pH 4,4.
3.4.4.3. Lenhina peroxidase (LiP)

A atividade de LiP (EC 1.11.1.14) foi determinada através da oxidacdo do alcool
veratrilico, pelo aumento da absorvancia a 310 nm (Tien e Kirk, 1984). A reacdo
ocorreu a partir da mistura de: 1 ml de sobrenadante das amostras recolhidas, 0,33 ml de
solucdo aquosa de alcool veratrilico (3,4-dimetoxi-benzialcool, Sigma-Aldrich) a 2 mM,
0,33 ml de uma solugdo 0,15 g-I* de perdxido de hidrogénio (Merck) e 1,34 ml de

solucdo tampdo de acido citrico/hidrogenofosfato de sédio de pH 4,4.
3.4.4.4. Glioxaloxidase (GLOX)

A atividade da GLOX (EC 1.2.3.5) foi determinada através da oxidacdo da
metilglioxal (Kersten e Kirk, 1987) pelo aumento da absorvancia a 436 nm. A reagdo
ocorreu a partir da mistura de: 10 pl de sobrenadante das amostras recolhidas, 10 pl de
solugdo estoque (100x) de guaiacol (Sigma-Aldrich) a 2,8 mM, 10 ul de solugdo de
peroxidase (Merck) a 1 mg-I", 50 pl de metilglioxal (acetilformaldeido, Sigma) e

120 pl de solucdo tampao de &cido citrico/hidrogenofosfato de sodio de pH 6,0.
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3.4.4.5. Proteases

A atividade das proteases (EC 3.4.) foi determinada através da hidrolise de
azoproteina (Sarath et al., 1989) pelo aumento da absorvancia a 440 nm. A reacao
ocorreu a partir da mistura de: 10 pl de sobrenadante das amostras recolhidas, 30 pl de
uma solucédo de azoproteina (azoalbumina-acido sulfanilico, Sigma) a 2 % e 100 ul de
uma solugdo de é&cido tricloroacético (TCA, Riedel-de-Héen) a 10 % em 160 pl de
solucdo tampdo de &cido citrico/hidrogenofosfato de sddio a 90 mM a pH 6,0.

3.4.4.6. Deteccao da atividade das fenoloxidases - Teste de Schanél

A deteccdo da atividade das fenoloxidases (EC 1.10) extracelulares foi baseada na
aplicacdo do teste qualitativo de Schané¢l (1967). A reagdo ocorreu a partir da mistura
de: 1 ml de sobrenadante das amostras recolhidas, 1 ml de solugéo de hidroquinona
(Merck) a 0,01 M, 1 ml de glicina (Merck) a 0,2 M e 2 ml de solucdo tampé&o de acido
citrico/hidrogenofosfato de sodio a pH 5,6. Depois de agitacdo vigorosa e obtencéo de
coloragédo intensa, procedeu-se ao registro final dos resultados. Nos casos onde se
verificaram auséncia ou baixa intensidade de cor, a solugdo permaneceu a 30 °C durante
24 h.

3.5. Descoloracéo de corantes téxteis por fungos ligninoliticos
3.5.1. Rastreio para a selecéo de estirpes

As estirpes de Fpb (Tabela 3.2) foram inicialmente avaliadas quanto a capacidade de
descoloracdo dos corantes RP5 e PR478 em MCS. As placas com os MCS foram
incubadas por um periodo de 14 dias a 30 C. Durante este periodo, foram efetuados
registros diarios do diametro de crescimento, didmetro de descoloragdo e intensidade de

descoloracao.

3.5.2. Descoloracao dos corantes em Erlenmeyers sob agitacdo

As estirpes de Fpb que apresentaram os melhores desempenhos em MCS foram
avaliadas em MCL com os dois corantes RP5 e PR478 numa concentracéo de 0,1 g-1™.

Erlenmeyers de 250 ml de capacidade com 100 ml de MCL, sob agitacdo de 150 rpm e
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a 30 °C, foram inoculados com 5 cilindros de 8 mm de diametro retirados da periferia
do respectivo MPA (Seccdo 3.2.2.2), ap6s 7 dias de incubacéo.

A concentragdo dos corantes, a formagdo de biomassa e 0 consumo de sacarose foram
determinados a partir do tempo zero pela recolha de amostras do MCL, sem NaCl na
sua composicao, nos dias 1, 3, 5 e 7 e com diferentes concentracfes de NaCl na sua
composicao nos dias 7, 14, 21 e 28.

Os controles foram efetuados a partir de Erlenmeyers esterilizados contendo: a) MCL
com os corantes sem inoculo; b) MCL sem qualquer corante e ¢) MCL inoculado e
autoclavado.

Os ensaios enzimaticos foram efetuados a partir das amostras recolhidas nos
diferentes experimentos. Os sobrenadantes das referidas amostras foram congelados e

mantidos a -20 °C para posteriores analises.

3.5.2.1. Utilizagdo da estirpe Trametes versicolor MUM 04.100 imobilizada na

descoloracéo do corante RP5

A quarenta e dois Erlenmeyers de 250 ml de capacidade foram vertidos 100 ml de
MCL. Cinco cilindros de 8 mm de diametro, retirados da area periférica do MPA
colonizado pela estirpe T. versicolor MUM 04.100, foram adicionados a cada
Erlenmeyer. Em ambas solucdes as concentragdes finais de RP5 e de NaCl foram de 0,1
e 15 g-I"", respectivamente, e o pH do meio foi ajustado para 9,5. A cada Erlenmeyer
foram adicionados 10 suportes cubicos de EN ou de EPO, previamente esterilizados e
pesados. As culturas permaneceram sob agitacdo de 150 rpm e a 30 °C por um periodo
de 7 dias.

Apobs 7 dias de incubagdo os suportes de EN ou de EPO foram transferidos para um
sistema de filtracdo estéril e lavados cuidadosamente com 150 ml de agua destilada
esterilizada para a remocédo da biomassa ndo aderida aos suportes. De cada 10 suportes
devidamente tratados, 5 foram secos em estufa a 120 °C por 8 h para a quantificacdo da
biomassa aderida. Os outros 5 suportes foram adicionados a um novo MCL e incubados
em Erlenmeyers sob as mesmas condicOes apresentadas acima.

Por um periodo de 7 dias, 3 Erlenmeyers foram retirados diariamente para que fossem
procedidas a medida de adesé@o da biomassa aos suportes e, aos sobrenadantes, a medida
da taxa de descoloracdo do meio de cultura, o consumo de sacarose e atividade

enzimatica.
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Um novo ensaio independente foi efetuado com os dois suportes. Iguais quantidades
de cada suporte devidamente colonizados como referido acima, foram adicionadas a
dois Erlenmeyers de 250 ml de capacidade com 100 ml do MCL de mesma composi¢ao
ao ensaio anterior. A cada 3 dias os suportes foram transferidos para um novo MCL de
igual composicdo. Neste caso e, a exemplo dos procedimentos analiticos apresentados
acima, os ensaios para a medida de adesdo da biomassa foram realizados com o0s
suportes e a taxa de descoloracdo do meio de cultura, o consumo de sacarose e a

atividade enzimatica foram efetuados com o sobrenadante do MCL.

3.5.3. Utilizac&o de diferentes reatores na descoloracéo do corante RP5
3.5.3.1. Reator continuo de leito fixo

Treze discos de MPA colonizados pela estirpe T. versicolor MUM 04.100, incubados
por 7 dias a 30 °C, foram transferidos para um frasco com tampa azul de 500 ml de
capacidade (Labbox SBG3-500-010) contendo 260 ml de MCL. Os 13 discos foram
incubados por um periodo de 9 dias no MCL em um agitador rotativo, sob agitacdo de
150 rpm e a 30 °C. Transcorrido este periodo, em ambiente asséptico, a biomassa foi
filtrada a vacuo e transferida para um reator continuo de leito fixo de 300 ml de
capacidade (Figura 3.1), operado com um volume de 260 ml, a temperatura ambiente e
assistido por uma bomba peristaltica. Neste reator a descoloracdo do RP5 foi estudada
com células livres e imobilizadas da estirpe T. versicolor MUM 04.100.

Para a imobilizacdo das células foram usados 15 cubos de suportes de EN e EPO de
1 cm?® de volume, de acordo com o procedimento apresentado na Tabela 3.3. O sistema
foi continuamente agitado por arejamento. Apds o término do periodo de carga, iniciou-
se a introducéo da solucéo de RP5 a um caudal fixo de 2,14 mg-dia™ (correspondente a
uma taxa de diluicéo de 0,14 dia™). O arejamento do reator foi estabelecido pelo grau de
agitacdo do meio evitando a formacdo excessiva de espuma. Para 0s ensaios com células
livres, a biomassa foi mantida dentro do reator, tendo sido feita purga quando
necessario. A descoloracdo do RP5, o pH e as atividades enzimaticas foram avaliadas
pela andlise do sobrenadante. As condigdes de operacdo foram variadas em funcdo de

cada ensaio realizado, como sumarizado na Tabela 3.3.

57



Capitulo 3 Materiais e Métodos

(5)
R *
(6) O —
<— :
O :
\/ i =
@ | E
(o) : =
LI v
o°/ = (1)
(7) | E
¥
“4) ——
. \ |/ e (a) (2)

Figura 3.1. Reator continuo de leito fixo operado com células livres e imobilizadas: (1)
alimentacg&o, (2) bomba peristaltica, (3) entrada da alimentacéo, (4) entrada de ar, (5) retirada da
amostra, (6) saida do descarte, (7) descarte, (8) condensador.
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Tabela 3.3. Condigdes dos ensaios realizados em reator continuo de leito fixo.

Ensaio MCL Composicéo da fonte de T.versicolor Fonte de carbono Informac6es complementares
alimentacao MUM 04.100
Solucdo de RP5 ajustada Solucdes de sacarose e glicerol. Apds a inoculacdo no reator, o
Secdo 3.2.2.2 ao pH 10,0. Concentracdo Células livres Concentracdo final de sacarose sistema permaneceu em “batch”
1° final de RP5 no MCL: e glicerol no MCL: 5,0 g-1™. até a completa descoloracdo do
019 corante. Terminado este
2° Secdo 3.2.2.2 Solugdo de RP5 e NaCl SolugGes de sacarose e glicerol. periodo, uma  fonte de
(15 g- I de NaCl) ajustada ao pH 10,0. Células livres Concentracdo final de sacarose alimentagdo  continua,  foi
Concentracdo final de RP5 e glicerol no MCL: 5,0 g-1™. introduzida ao reator.
e de NaCl no MCL: 0,1 e
15 g-I"", respectivamente. Pulsos de sacarose e glicerol
foram efetuados com o intuito
de manter  as funcdes
3° Secdo 3.2.2.2 Solugdo de RP5 e NaCl Solugdes de sacarose e glicerol. metabolicas flngicas por um
1 ajustada ao pH 10,0. - Concentragdo final de sacarose periodo mais extenso, ocorrendo
(15g-" de NaCl) Concentracéo final de RP5 Imobilizado em EPO e glicerol r%o MCL: 5,0 g-1™. sempre que a faxa de
e de NaCl no MCL: 0,1 e descoloracdo foi igual ou
15 g-I"", respectivamente. inferior a 85%.
4° Se¢d0 3.2.2.2 Solugdo de RP5 e NaCl Solugdes de sacarose e glicerol. Os ensaios decorreram durante

(15 g-1™* de NaCl)

ajustada ao pH 10,0.
Concentracéo final de RP5
e de NaCl no MCL: 0,1 e
15 g-17, respectivamente.

Imobilizado em EN

Concentracdo final de sacarose
e glicerol no MCL: 5,0 g-1™.

um periodo de 28 dias para
células livres e 40 dias para
células imobilizadas, sendo
recolhidas amostras diariamente
para monitorizac¢do do processo.
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3.5.3.2. Reator agitado com capacidade de 2 litros (“fed-batch”)

Cinquenta cilindros de 8 mm de didmetro colonizados pela estirpe T. versicolor
MUM 04.100 foram transferidos para um frasco com tampa azul de 2 | de capacidade
(Labbox SBG3-2K0-001) contendo 1 | de MCL e incubados por 9 dias, sob agitacéo de
150 rpm a 30 °CC. Apds este periodo de incubacdo, o material foi filtrado em condicbes
estéreis e a biomassa transferida para o reator agitado de bancada.

No reator agitado de bancada com capacidade de 2 | (Biongineering AG, CH-8636
Wald, Switzerland) foram realizados dois ensaios independentes. Este reator foi operado
com um volume de 1 | de MCL (Sec¢édo 3.2.2.2), ajustado a diferentes valores de pH
numa escala de 8,0 a 9,5, pela adicdo automatica de solucdo aquosa de NaOH a 30 %. O
ajuste do pH foi realizado em fungéo da capacidade de descoloracdo do corante RP5
pela estirpe T. versicolor MUM 04.100. Em ambos ensaios a concentracdo do corante
foi de 0,1 g-I"". Contudo, apenas no segundo ensaio fez-se adicdo de NaCl (15 g-I*) ao
MCL.

Em ambos ensaios o reator foi envolvido por um cilindro de vidro que permitiu a
circulacdo de agua de aguecimento, mantendo sob agitacdo de 150 rpm, a 30 °C. O
tempo total de cultivo foi de 7 dias e duas vezes ao dia retiraram-se amostras para
anélises. A formacdo de espuma foi controlada através da adicdo de 0,5 ml de
dimetilpolisiloxano, quando necessario.

Durante o tempo de fermentacdo, foram adicionados ao reator pulsos da solucdo do
corante e de sacarose de acordo com atividade metabdlica apresentada pelo
microrganismo. A concentracao final dos pulsos foi mantida igual aquela usada no meio
de cultivo. Finalmente, as amostras foram analisadas quanto a taxa de descoloracao,

consumo de sacarose e atividades enzimaticas.
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3.6. Efeito da influéncia do pH e de diferentes fontes de carbono na
expressao génica da lacase em T. versicolor MUM 04.100

3.6.1. Isolamento do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico de T. versicolor MUM 04.100 decorreu utilizando-se
micélio congelado conforme o método de Raeder e Broda (1985). Ap6s o crescimento
fangico em meio liquido MGLP (Secéo 3.2.2.3) por 120 h, o micélio foi coletado e
transferido para um almofariz, no qual foi congelado por duas vezes em nitrogénio
liquido e triturado até a obtencdo de um pé fino. Aproximadamente 1 g de biomassa foi
transferido para um tubo de centrifugacdo estéril de 50 ml de capacidade. Na sequéncia,
foram adicionados ao tubo de centrifugacdo 5 ml de tampéo de extracdo de composicao:
Tris-HCI a 50 mM, pH 8.0, EDTA a 100 mM, NaCl a 100 mM, SDS a 1 % (p/v) e
Proteinase K na concentragdo final de 100 pg-ml™, a mistura foi entdo incubada por 3 h
a 50 °C. Decorrido este tempo, a amostra foi centrifugada (Centrifuga, Sigma 4K15) a
10000 g durante 20 min. A cada microtubo de capacidade de 1,5 ml, foram adicionados
0s volumes de 500 pl do sobrenadante. Um volume igual de fenol foi adicionado a estas
amostras, tendo sido incubadas a temperatura ambiente por 30 min. Apds o periodo de
incubacdo, as amostras foram centrifugadas (Microcentrifuga, Sigma 112) a 10000 g
durante 15 min e transferidas para microtubos estéreis de 1,5 ml.

As amostras foram entdo incubadas em solu¢do de fenol/cloroférmio (350 pl:150 pl) a
temperatura ambiente por 10 min e centrifugadas a 10000 g durante 1 h. Os
sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 1,5 ml de capacidade e foram
extraidos pela adicdo de igual volume de cloroférmio, apo6s a incubacdo a temperatura
ambiente por 10 min. Finalizado o tempo de incubacao, as amostras foram centrifugadas
a 10000 g por 15 min. As fases aquosas foram transferidas para microtubos de 1,5 ml de
capacidade, seguido da adicdo de 0,54 volumes de etanol a 4 °C. As misturas foram
incubadas a - 20 °C por 15 min e centrifugadas a 10000 g durante 15 min. A fase liquida
foi removida e o sedimento foi ressuspenso em uma solucéo de etanol/acetato de sddio
70:30 (v/v). As misturas foram incubadas durante a noite a - 80 °C. Apos centrifugagéo
a 10000 g durante 30 min, os sobrenadantes foram removidos e o sedimento lavado com
uma solucdo aquosa de etanol (70 %) a 4°C e centrifugado novamente a 10000 g
durante 15 min. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi seco ao ar livre.
Finalmente, o sedimento foi entdo ressuspenso num volume adequado de agua MilliQ

estéril.
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3.6.2. Desenho dos primers

Os oligonucleotideos foram desenhados por nés, com base na anélise das sequéncias
da Lacase (Y18012.1) e da B-Tubulina (AY944858.1) publicadas no GenBank para
fungo da espécie T. versicolor. Uma solugo estoque de 100 pmol-ml™ de concentracéo
dos primers liofilizados foi preparada em agua estéril. Aliquotas de 100 ul de solugdes
de trabalho numa concentragdo de 10 pmol-ml™* foram mantidas a - 20 °C durante a
realizacdo dos trabalhos. As demais solugdes dos primers foram armazenadas a - 20 °C.

Os primers desenhados e usados neste trabalho, estdo apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Primers desenhados de T. versicolor MUM 04.100.

Sequéncias Foward (F) Reverse (R)
5 -3
Lacase (Lcc) ATGTCGAGGTTTCACTCTCTTC ~ GCGACCCGAGCGACCAGTAA
Lignina peroxidase (LiP) ATGGCTTTCAAGTCTCTTCTTTC ~ CCGCCGTCGCCCCCGTGTAA
Manganés peroxidase (MnP) ATGGCGTTCAAGCTCCTGGC CCCCTGTTCCCCCTTCTTAA
B-Tubulina CGGTGAGAGGCGTCGGACAC CATTGGTACACGCAGGAGGG

3.6.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foram efetuadas reacdes de PCR em diferentes condi¢bes em termociclador (Bio-Rad,
MyCycler), consoante o objetivo e os primers escolhidos. As reacfes PCR foram
realizadas num volume de 50 pl contendo: 0,5 ul do DNA de T. versicolor a 97 ng-pl™
(Secdo 3.6.1), 1 ul de nucleotideos a 200 uM (dNTP, Promega), 3 ul de solugdo de
MgCl; a 25mM, 10 ul de tampao GoTaq Flexi (10x), 1 ul de cada par de primers a
10 uM (Tabela 3.4), 0,25 ul da enzima Polymerase Hot Start GOTAQ (Promega) e agua
MilliQ para perfazer o volume final de 50 pl. Os parametros utilizados para a reagdo de

PCR estdo condensados e descritos na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Pardmetros usados para a reacdo de PCR.

Namero de ciclos Passo Temperatura Tempo
1 Desnaturagéo inicial 94 °C 2 min
Desnaturacao 94 °C 45s
35 Hibridizacéo *.--°C 30s
Extens&o 72 °C 2 min. (1kb 60s%)
1 Extensdo final 72°C 4 min
1 Conservagéo 4°C o0

*Temperaturas ( °C) avaliadas para: Lcc = 45, 47, 48, 52, 53, 54, 55 e 58; LiP: 50, 52, 57 e 58;
MnP = 45; B-Tubulina = 47.

3.6.3.1.Eletroforese em gel de agarose para DNA

Dependendo do tamanho do fragmento de DNA que foi isolado, ou analisado, um gel
de eletroforese foi preparado numa concentracao de agarose entre 0,7 - 2,0 % (p/v) em
solucdo tampédo Tris-Acetato-EDTA (TAE, 1 x). A solucdo estoque do tampdo TAE
(50 x) tém a seguinte composicao: Tris-base a 2M, &cido acético glacial a 2M, EDTA a
50mM e ajustado a pH 8,0. Salvo indicac6es contréarias, os géis foram acrescidos de 5 pl
de EtBr (1 mg-ml™) por 50 ml de agarose fundida. A eletroforese foi realizada de
acordo com as condigdes descritas por Sambrook et al. (1989). Antes do carregamento,
para cada 8 pul das amostras de DNA, foram adicionados 2 pl do corante de
carregamento 6x concentrado, composto por: azul de bromofenol a 0,25 % (p/v), xileno-
cianol a 0,25 % (p/v) e sacarose a 40 % (p/v) em H,O. Num dos pocos do gel foram
adicionados 5 pl do marcador (Quick-Load 2-Log DNA Ladder, 100 pb a 10 kb) e as
amostras de eletroforese foram fotodocumentadas em um aparelho Gel Doc XR System
(Bio-Rad).

3.6.3.2. Isolamento e sequenciamento

Para o isolamento das sequéncias de interesse foi corrido um mini-gel de agarose a
2,0 % (Secdo 3.6.3.1.) com corrente a 80 V. Visualizou-se a banda de interesse em
transiluminador. A banda foi cortada e purificada com o Kit Qiaquick gel extration

(Quiagen) de acordo com as instrucgdes do fabricante.
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3.6.3.3. Sequenciamento do DNA, analise da sequéncia, modelagem molecular e

bioinformatica

O sequenciamento dos genes foi realizado pela Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Alemanha. A anéalise das sequéncias foi realizada utilizando Entrez (NCBI;
www.ncbi.nlm.nih.gov). Os dados da sequéncia foram alinhados e comparados
utilizando os programas BLAST (Ferramenta de Busca de Alinhamento Bésico Local).
O Clustalw foi usado para criar alinhamentos de sequéncias madltiplas

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

3.7. Isolamento do RNA genémico

Cinco discos de 8 mm de diametro de MPA, colonizados por T. versicolor MUM
04.100, foram transferidos para um Erlenmeyer de 250 ml de capacidade contendo
100 ml de MGLP previamente incubados por um periodo de 5 dias a 150 rpm 30 'C. A
biomassa foi separada e lavada cuidadosamente, por filtracdo a vacuo e em condicdes
estéreis, por trés vezes com 150 ml agua estéril. A biomassa foi entdo transferida para
um Erlenmeyer que continha 100 ml do MCL (Se¢do 3.2.2.2) sem ajuste de pH e
também ajustado a pH 9,5. Com o intuito de verificar o efeito indutor de diferentes
fontes de carbono na expressdo das enzimas do sistema ligninolitico, efetuou-se o
mesmo procedimento para obtencdo de biomassa e alterou-se a fonte de carbono do
MCL para glicose ou glicerol. Adicionalmente, efetou-se 0 mesmo procedimento com
MCL sem fonte de carbono em sua composi¢do. A biomassa foi entdo incubada pelo
periodo de 48, 72, 96, 120 e 144 h, a 150 rpm 30 °C.

3.7.1. Tratamento para eliminagdo das nucleases

Todos os utensilios de vidro, assim como todas as solucdes foram previamente
tratados com a diluicdo de dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1 % (v/v) em H,O MilliQ
estéril. Tanto os materiais quanto as solugdes ficaram em repouso durante a noite e no

dia seguinte foram autoclavados para inativar o DEPC.

3.7.2. Extracdo do RNA fungico

Apos o crescimento da estirpe T. versicolor MUM 04.100 em diferentes substratos
indutores (glicose, sacarose e glicerol) em tempos distintos (48, 72, 96, 120 e 144 h),
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fez-se a extracdo do RNA total utilizando-se o micélio correspondente a cada condicéo
e tempo de cultivo.

O micélio foi filtrado em gaze estéril e transferido para um almofariz, sendo
convertido em pd por maceracdo na presenca de nitrogénio liquido. A biomassa foi
transferida para um tubo de centrifugacéo estéril de 50 ml de capacidade. Na sequéncia,
foi adicionado ao tubo de centrifugacdo, 10 ml de uma solugdo de tiocianato de
guanidina a pH 7,0 (tiocianato de guanidina a 4 M, citrato de sddio a 25 mM, sarcosil a
0,5% (p/v) e EDTA a 0,5 mM) e agitou-se por 5 min. Posteriormente, adicionou-se
72 pl de 2-mercaptoetanol a 14,3 M a mistura anterior, obtendo-se uma concentragdo
final de 0,1 M de 2-mercaptoetanol para o volume de solucéo de tiocianato de guanidina
utilizado. Ap6s a homogeneizacdo, a mistura foi transferida para um tubo de
centrifugacdo estéril de 50 ml de capacidade no qual foram adicionadas solugdes na
seguinte sequéncia: 1 ml de NaOAc a 2 M, 10 ml de tampdo saturado de fenol, 2 ml de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).

A cada adigdo de um reagente a mistura efetuou-se uma agitacdo branda e, no final
deste processo, agitou-se 0 meio vigorosamente por 1 min. A mistura foi entdo incubada
em gelo por 25 min e centrifugada a 10000 g durante 20 min a 4 °C. A fase aquosa foi
transferida para um tubo de centrifugacdo estéril de 50 ml de capacidade e a seguir
adicionou-se isopropanol em volume igual a da fase aquosa. A solucdo foi deixada por
1ha-80°C e entdo centrifugada a 10000 g durante 20 min a 4 °C. O sedimento foi
lavado por agitacdo em vortex com etanol a 70 % e centrifugado a 10000 g durante
10 min a 4 °C.

Ressuspendeu-se o0 sedimento obtido em 3 ml de solucdo de cloreto de litio de
composicdo: (cloreto de litio a 3 M, uréiaa 6 M, EDTA a 1 mM, pH 7,6) por grama de
micélio. A suspensdo obtida foi agitada vigorosamente por 1 min em vortex e entao
mantida em movimento constante em superficie mével a 40 rpm por 3 h, a 4°C.
Centrifugou-se a suspenséo a 10000 g durante 10 min a 4 °C. Decorrido este periodo, 0
sedimento foi cuidadosamente umedecido com 1 ml da solucdo de cloreto de litio. A
adicdo de 1ml de etanol a 70 % ao sedimento ocorreu por duas vezes, onde
primeiramente agitou-se vigoramente por 1 min em vértex e centrifugou-se a suspensao
a 10000 g por 10 mina 4 °C.

O sedimento foi dissolvido em 1,5 ml da solugdo tampdo Tris-EDTA (TE, Tris-HCI a
1 M; EDTA a 0,5 M, pH 8,0)/SDS a 0,5 % (p/v) ajustada a pH 7,6 e agitado em vértex

por 1 min. Em microtubos estéreis de capacidade de 1,5 ml, foi adicionado o volume
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750 pl da suspensdo. As amostras foram mantidas em movimento constante em
superficie movel a 40 rpm por 20 min a 4 °C.

Descartou-se 0 sobrenadante e, ao sedimento, foram adicionados 750 ul de
cloroférmio e igual volume de fenol. A mistura foi mantida em movimento constante
em superficie movel a 40 rpm por 15 min, em temperatura ambiente. Uma aliquota de
0,05 volumes de cloreto de sodio a 4 M foi adicionada e a solucdo foi agitada por 2 min
em vortex seguida por centrifugacdo em microcentrifuga a 14000 g durante 10 min a
4°C. A fase aquosa foi entdo extraida com um volume igual de cloroférmio e, em
seguida, incubada com isopropanol durante a noite a - 20 °C. No dia seguinte, a amostra
foi centrifugada a 14000 g durante 10 min. O sedimento foi lavado com solugéo aquosa
de etanol a 70 % (v/v) sob agitacdo em vértex e centrifugado a 14000 g durante 10 min
a 4 °C. O sedimento voltou a ser lavado com etanol P.A. e centrifugado a 14000 g por
10 min a 4 °C. O sedimento foi finalmente seco a temperatura ambiente por 10 min e
ressuspenso em um volume adequado de H,O MilliQ estéril, previamente tratada com
DEPC.

A quantificacdo das amostras de DNA e RNA foi obtida por espectrofotometria
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific) em uma relacdo de absorvancia entre 260 e
280 nm.

A integridade das amostras foi verificada por eletroforese em mini-gel de agarose a
0,8% (p/v) com composi¢cdo como descrito na Secdo 3.6.3.1. Os pocos foram
carregados com 10 pl de uma mistura de: 1 ul de amostras de RNA, 2 ul do corante de
carregamento e 7 pl H,O tratada com DEPC. A eletroforese em gel ocorreu a 150 V por

10 min, em solucdo tampéao TAE.

3.8. Sondas DIG

Para a marcagdo da sonda de DNA por digoxigenina (DIG) esta foi adquirida da
Roche, Londres, Reino Unido e o kit de sintese da sonda de PCR DIG foi adquirido da
Roche, Mannheim, Alemanha. Em ambos 0s casos seguiram-se as instrucGes dos

fabricantes.

3.9. Eletroforese com gel MOPS/Formaldeido de RNA

A integridade das amostras dos RNA totais extraidos foi avaliada por eletroforese em

gel desnaturante com composicdo: 1,2% de agarose (p/v), formaldeido 2,2 M,
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1,0 x MOPS (4cido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico a 20 mM, NaOAc a 5 mM,
EDTA a 1 mM, pH 7,0), sendo realizada de acordo com as condi¢cfes descritas por
Sambrook et al. (1989).

As amostras foram preparadas da seguinte forma: 10 pg de RNA, solucdo de
formamida a 50 % (v/v), formaldeido a 2,2 M e MOPS (0,5 x) para um volume final de
20 pl. Todas as amostras foram desnaturadas & temperatura de 55 'C durante 15 min. A
cada amostra foram adicionados 2 pl de corante de carregamento de composigdo
descrita na Secdo 3.6.3.1 ¢ 2 ul de EtBr (1 mg'ml™?). A eletroforese do RNA foi
efetuada em solucdo tampdo MOPS (1 x) a 80 V por 180 min. Os géis de agarose foram

analisados no sistema Gel Doc XR System (Bio-Rad).

3.9.1. Northern blot

Dez microgramas de RNA total do micélio de T. versicolor MUM 04.100 foram
separados em gel de eletroforese especifico (Se¢do 3.9). Uma imagem do gel foi
capturada em fotografia pelo sistema Gel Doc XR System (Bio-Rad). O gel foi lavado
quatro vezes em agua tratada com DEPC. Foi utilizado véacuo blotting, de acordo com
as instrucdes do fabricante, como método de transferéncia de RNA para uma membrana
de “nylon” (Hybond N, Amersham Biosciences ) sem carga utilizando SSC (10 x -
NaCl 1,5 M, citrato de sddio 0,3 M, pH 7,0) por 120 min, a uma pressdo de 0,17 atm.
As membranas foram incubadas a 80 °C por 30 min, a fim de fixar o RNA.

3.9.1.1. Pré-hibridizacao

A pré-hibridizacdo da membrana Hybond N (Amersham Biosciences) foi realizada em
tampdo de pré-hibridizacdo: SSC (5 x), N-lauroylsarcosine a 0,1 % (p/v), SDS a 0,02 %
(p/v), reagente bloqueador (Roche, Mannheim, Alemanha) a 1% (p/v) num tubo de

hibridizacdo, posteriormente incubada a 68 °C por 30 min.
3.9.1.2. Hibridizagao

O tampdo e as temperaturas de hibridizagdo foram idénticas as descritas para as
condicGes de pré-hibridizacdo. As sondas de DNA marcadas com DIG (Se¢édo 3.8), em

concentracdo de 15 ng-ml™ de tamp&o, foram desnaturadas a 95 °C por 5 min. O volume
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de tamp&o de hibridizacdo utilizado foi de 2,5 ml por 100 cm? de filtro. A hibridizacéo

decorreu durante a noite com agitacdo constante em tubo de hibridizacéo a 50 °C.
3.9.1.3. Lavagens pos-hibridizacao

As membranas contendo RNA foram lavadas duas vezes a temperatura ambiente com
SSC/SDS(2 x) a 0,1 % (p/v) durante 5 min, seguido de duas lavagens com SSC/SDS
(0,5 %) a0,1% (p/v) por 15 min a 50 °C.

3.9.1.4. Deteccao das bandas de hibridizacéo

Utilizando-se o kit NBT/BCIP Stock Solution (Roche, Mannheim, Alemanha), foram
efetuados os procedimentos para a detecgédo das bandas de hibridizagéo, de acordo com
as recomendac0es do fabricante.

A membrana foi mergulhada por 1 min em 100 ml de solu¢cdo tampédo de lavagem
composta de: acido malico a 0,1 M, NaCl a 0,15 M, Tween 20 a 0,3 % (v/v) ajustada a
pH 7,5. Posteriormente a membrana foi incubada durante 30 min em solugdo
bloqueadora (1x). De seguida a membrana foi incubada por 30 min em 20 ml de uma
solucdo de anticorpo Anti-Dig-AP de 1:10000 (75 mU-ml™) em solucéo bloqueadora
(1x). Na sequéncia, lavou-se a membrana por duas vezes durante 15 min com 100 ml de
solugéo tampdo de lavagem. Incubou-se entdo a membrana em 20 ml de solugdo tampéo
de deteccdo (Tris-HCIl a 0,1 M, NaCl a 0,1 M, pH 9,5) durante 5 min. Todos 0s
procedimentos anteriormente descritos ocorreram sobre agitacdo constante.

Por fim, a membrana foi incubada em um saco plastico com 10 ml de uma solugéo
corante (1 comprimido em 10 ml de H,O MilliQ estéril) recém preparada na auséncia de
luz. O saco foi selado e a rea¢do ocorreu em repouso e na auséncia de luz por 16 h.

Transcorrido o periodo de incubacdo a reacdo foi interrompida com 50 ml de H,O

MilliQ estéril desionizada.
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3.10. Reagdo de transcriptase reversa de cadeia de polimerase (RT-
PCR)

3.10.1. Sintese do DNA complementar (cDNA)

Na sintese do cDNA foram utilizados microbubos de 500 ul previamente tratados com

DEPC, sendo adicionados aos mesmos, 0s componentes descritos na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Componentes para sintese de cDNA.

Componentes Volume (ul)
RNA total (5 pg) X
Primer Oligo (dT) (50 uM) 1
dNTP mix em pH neutro (10 pM) 1
Completar o volume para 10 pl com H,O MilliQ estéril desionizada X

tratada com DEPC

As misturas foram mantidas a 65 °C por 5 min e na sequéncia incubadas em gelo por
1 min. Uma breve centrifugagdo “spin down” foi efetuada. A cada microtubo adicionou-
se 4 pl de solugdo tampdo Thermo-X™ RT (5x, Invitrogen), 1 pl de Thermo-X™ RT
(Invitrogen), 2 ul de EDTA a 50 mM e H,O MilliQ estéril desionizada e tratada com
DEPC, até perfazer o volume de 20 pl. Ap6s um spin down por centrifugacao, a mistura
foi incubada a uma temperatura de 60 °C por 30 min. A inativacdo da reacdo ocorreu a
90 °C por 5 min. O cDNA foi armazenado a - 20 °C, até a amplificagdo por PCR.

3.10.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) segundo a Invitrogen

Os primers desenhados ¢ utilizados para a Lacase e PB-Tubulina encontram-se
previamente descritos na Tabela 3.4.

As reacOes de PCR ocorreram em um termociclador (Bio-Rad, MyCycler). Em um
microtubo de 500 pl previamente tratado com DEPC foram adicionados: 2 pl do cDNA
das referidas amostras, 1 pl de nucleotideos a 200 uM (dNTP, Promega), 3 ul de
solucdo de MgCl; a 25mM, 10 pl Tampao GoTaq Flexi (10 x), 1 pl de cada par de
primers, 0,25 ul da enzima Polymerase Hot Start GOTAQ (Promega) ¢ agua Milli Q
para perfazer o volume final de 50 pl. Os parametros utilizados estdo descritos na

Tabela 3.7.
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Tabela 3.7. Pardmetros usados para a reacdo de PCR.

Numero de ciclos Passo Temperatura Tempo

1 Desnaturagéo 94 °C 2 min

inicial

Desnaturagdo 94 °C 45s

35 Hibridizacao *---°C 30s
Extenséo 72°C 2 min.(1kb 60s™)

1 Extensdo final 72°C 4 min

1 Conservacao 4°C 0

*Temperaturas ( °C): Lcc: 52, B-Tubulina: 47.

Um gel de eletroforese foi preparado em uma concentracdo de agarose a 1,0 % (p/v)
de acordo com os procedimentos descritos anteriormente na Sec¢do 3.6.3.1, A
eletroforese dos produtos do PCR foi conduzida a 100 V por 40 min. Utilizando-se o
aparelho Gel Doc XR System (Bio-Rad) foi possivel visualizar o gel e fotodocumentar

as imagens obtidas.

3.10.3. Quantificacao dos niveis de expressao génica

As analises para a quantificacdo dos niveis de expressdo do gene de interesse foi
realizada por densitometria. As imagens fotodocumentadas das amplificagdes foram
tratadas com o auxilio do programa ImageJ 1.44f. Disponivel em:
<http://www.macosxfreeware.com/imagej-1-44f-scriptable-java-app-for-scientific-
image-processinganalysis/>. Acesso em: 14 jun. 2011.

Os resultados obtidos por densitometria foram normalizados de acordo com a
expressdo do gene constitutivo B-Tubulina. Deste modo, foi possivel estabelecer a razdo
entre a expressdo génica da Lacase em relacdo a B-Tubulina nas diferentes condigdes

estudadas, sendo os resultados apresentados em unidades arbitrarias.
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4.1. Rastreio das estirpes na descoloracéo de corantes téxteis
4.1.1. Efeito da concentragéo dos corantes RP5 e PR478 na descoloragéo

Doze estirpes de Fpb da madeira (Tabela 3.2) foram selecionadas para o estudo da
descoloracdo dos corantes téxteis PR478 e RP5 em meio de cultura solido (MCS) de
composicao previamente descrita na Secdo 3.2.2.2. A Tabela 4.1 apresenta os resultados
obtidos ao longo de 14 dias de incubagdo a 30 °C, para diferentes concentracfes dos
corantes adicionados ao meio de cultura sem o ajuste de pH.

As maiores taxas de descoloracdo para ambos corantes ocorreram quando 0S mesmos
encontravam-se em uma concentragdo entre 0,05 e 0,1 g-I'l. As estirpes que
apresentaram resultados de descoloragéo iguais ou superiores a 50 % na concentragdo
de 0,1 g:I"* de corante foram: Trametes versicolor MUM 94.04, Pleurotus ostreatus
MUM 94.08, T. versicolor MUM 04.100 e T. versicolor MUM 04.101 (para RP5); e:
T. versicolor MUM 94.04, Pleurotus ostreatus MUM 94.08, Phanerochaete
chrysosporium MUM 94.15, T. versicolor MUM 04.100, T. versicolor MUM 04.101 e
T. versicolor MUM 04.105 para PR478.

Em MCS com qualquer um dos dois corantes selecionados, cuja concentracdo foi
igual ou superior a 0,15 g-1™*, a descoloragéo ndo passou dos 25 %. Neste meio com RP5
ou PR478 na concentracdo de 0,2 g-I™* os tnicos fungos lignoliticos que apresentaram
crescimento em tais condi¢bes foram T. versicolor MUM 94.04, MUM 01.100,
MUM 01.101 e P. chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725), porém com auséncia de
descoloracao.

Os parametros de selecdo das estirpes capazes de descolorir tais corantes foram: (1)
raio de crescimento; (2) descoloracéo; (3) intensidade de descoloragéo; e, (4) tempo de

crescimento.
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Tabela 4.1. Avaliacéo do efeito da concentragéo dos corantes RP5 e PR478 na descoloragéo por estirpes de Fpb.

. [RP5] [PR478]

Estirpes A B C A B c
MUM 0.05 0.10 0.15 0.05 0.10 0.15

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
9404 90 90 ++++ 5 90 90 ++++ 7 90 90 + 11 90 90 ++++ 9O 90 90 ++++ 7 90 90 + 13
9408 90 90 ++++ 9 90 90 ++ 13 90 90 + 9 90 90 4+ 12 90 90 ++ 14 60 80 + 12
94.15 90 90 +++ 8 50 70 + 12 60 70 + 8 90 90 ++ 13 90 90 ++ 12 90 90 + 14
9501 90 90 ++ 8 . . ; ; - ; ; - 8 90 + 10 75 - . 14 55 - - -
0804 90 90  + 12 9 90 + 12 50 70 + 14 90 90 + 14 90 9 + 9 35 65 + 14
99.04 60 80  + 11 40 - ; ; - ; ; - 70 8 ++ 10 50 70 + 14 25 - - -
04100 90 90 ++++ 7 90 90 ++++ 7 90 90 + 12 90 90 ++++ 7 90 90 ++++ 7 30 50 + 14
04101 90 90 +++ 10 90 90 +++ 10 90 90 + 14 90 90 ++++ 9 70 90 +++ 12 80 90 + 14
04102 80 90 ++ 9 50 - . . - . . - 75 85 + 14 60 - - 14 65 70 + 12
04103 40 60  + 14 20 - - ; - . . - 80 90 + 12 30 - - 14 80 - - -
04104 - - . . . . ; ; - ; ; - 90 90 ++ 14 - - - - L
04105 80 90 ++ 10 50 60 + 14 50 - ; - 8 90 ++ 14 70 90 ++ 14 8 90 + 14

A, B e C: Concentracao dos corantes (g-1™); 1. Diametro de crescimento em placas de Petri de 90 mm (mm); 2. Descoloracdo (mm); 3. Intensidade de descoloragéo (+
25%; ++50%; +++75%; ++++ 100%); 4. Tempo de crescimento (dias); pH inicial do meio: RP5 (5,45) PR478 (6,74). Todos os resultados correspondem a média de duas

réplicas.
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4.1.2. Efeito do pH na descoloracgédo dos corantes
4.1.2.1. Avaliacdo em meio de cultura sélido (MCS)

A Tabela 4.2 apresenta o conjunto de resultados obtidos da avaliacdo dos perfis das
estirpes de Fpb com os corantes RP5 e PR478 nas mesmas condi¢cdes experimentais
descritas na Se¢do 4.1.1. Os MCS (Sec¢édo 3.2.2.2) foram previamente ajustados aos
valores de pH 8,0-10,0 e avaliados por um periodo de 14 dias a 30 °C.

Na presenca de RP5, mesmo nas condicGes de extrema alcalinidade (pH 10,0) as
estirpes T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 apresentaram 100 % de descoloragéo
e intensidade de descoloracdo. P. chrysosporium MUM 94.15 e T. versicolor
MUM 04.101 obtiveram valores de descoloracdo superiores a 75 % em pH 8,0 e 9,0.
Contudo, a intensidade da descoloracdo ndo ultrapassou 50 %. A pH 10,0 observou-se
33,3% e 66,7% de crescimento fungico, com auséncia de descoloracdo para
P. chrysosporium MUM 94.15 e T. versicolor MUM 04.101, respectivamente.

A descoloragdo do PR478 ocorreu apenas na presenca de T. versicolor MUM 94.04 e
MUM 04.100 a pH 8,0. Neste caso a descoloracdo e a intensidade de descoloracéo
foram de 100 %. Neste mesmo valor de pH, T. versicolor MUM 04.101 e MUM 94.15
apresentaram niveis de descoloracdo de 88,9 % e de 61,1 %, respectivamente. Contudo,
a intensidade de descoloragdo ndo ultrapassou 50 % para T. versicolor MUM 04.101 e
25 % para T. versicolor MUM 94.15.

Ao contrario dos resultados obtidos para o corante RP5, no caso do PR478, 0 aumento
do pH resultou na diminuicdo da capacidade descolorativa de todas as estirpes. Em
condigdes alcalinas (pH 9,0) os melhores resultados encontrados foram para as estirpes
T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100, que atingiram o valor méaximo de
descoloracdo de 88,9 %. Por outro lado, a intensidade de descoloracdo foi reduzida a
50 %. Adicionalmente, a estirpe T. versicolor MUM 04.101 atingiu 66,7 % de
descoloragdo com intensidade de descoloracdo de 50 % e a estirpe T. versicolor
MUM 94.15 descoloriu PR478 em valores inferiores a 35 %. Neste Gltimo caso a

intensidade desta descoloragcdo ndo ultrapassou 25 %.
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Tabela 4.2. Efeito do pH na descoloragéo dos corantes RP5 e PR478 por estirpes de Fpb.

RP5 PR478

Estirpe pH 8.0 pH 9.0 pH 10,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0
wy 1 2 38 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

9404 90 90 ++++ 8 90 90  ++++ 8 90 90 ++++ 8 90 90 +++ 9 70 80 ++ 10 50 75 ++ 12

9408 60 - - 14 50 - - 13 50 - - 12 55 80 + 14 30 - - 14 - - - -
9415 70 80 ++ 14 60 65 + 14 30 - - 14 40 55 + 14 20 30 + 14 - - - -
9501 50 - - 11 - - - - - - - - 20 - - 14 - - - - - - - -
98.04 60 70 + 14 60 - - 8 20 - - 12 40 - - 14 - - - - - - - -
99.04 30 50 + 14 - - - - - - - - 20 - - 12 - - - - - - - -

04.100 90 90 ++++ 9 90 90  ++++ 9 90 90 ++++ 9 90 90 +++ 9 70 80 ++ 11 70 80 + 14

04101 60 8 ++ 14 40 55 + 14 60 - - 11 60 80 ++ 14 45 60 ++ 14 30 50 + 14
04.102 40 - - 2 - - - - - - - - 50 - 7 ] .
04103 10 - - 10 20 - - 10 - - ; - - ] - ] L
04.104 - - - - - - - - - - - - - - - ; - Lo
04.105 50 - - 9 10 - - 14 - - - - 20 - - 14 - - - - Lo

1. Diadmetro de crescimento em placas de Petri de 90 (mm); 2. Descoloracdo (mm); 3. Intensidade de descoloracdo (+ 25%; ++50%; +++75%; ++++ 100%), 4.Tempo de
crescimento (dias); Concentragéo dos corantes: 0,1g:1™. Todos os resultados correspondem a média de duas réplicas.
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A pH 10,0 apenas as estirpes T. versicolor MUM 94.04, MUM 04.100 e MUM 04.101
obtiveram uma taxa de descoloracdo superior a 75 %, porém a intensidade de
descoloragdo nédo ultrapassou 50 %. Nestas condigOes, a estirpe T. versicolor MUM
94.15 (ATCC 24725) ndo apresentou viabilidade.

A estirpe Phanerochaete chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725) ndo apresentou
desempenho a niveis considerdveis quando avaliada em condic@es alcalinas. No entanto,
a mesma foi mantida no passo seguinte de estudo, como estirpe de padrdo comparativo.

Ao ser analisada a influéncia do pH alcalino e da concentracdo dos corantes em MCS,
observou-se uma reducdo no numero de estirpes promissoras na degradacdo dos
corantes avaliados. Neste caso, as estirpes T. versicolor MUM 94.04, MUM 04.100 e
MUM 04.101 apresentaram os melhores resultados para ambos os corantes, contudo a

descoloracdo foi mais rapida quando utilizado RP5 em comparacdo ao PR478.

4.1.3. Efeito da adicdo de NaCl ao meio alcalino na descoloracdo dos

corantes

Avaliou-se a eficiéncia das estirpes T.versicolor MUM 94.04, MUM 04.100 e
MUM 04.101 e P. chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725) na descoloracdo de
PR478 e RP5, em diferentes concentracbes de NaCl adicionadas ao MCS (Segéo
3.2.2.2) em condicOes alcalinas, durante um periodo de 28 dias a 30 °C. Para este
procedimento seguiram-se 0s mesmos critérios de avaliacdo adotados na Sec¢édo 4.1.1.

O corante RP5 foi completamente descolorido a pH 8,0 e concentracdo maxima de
NaCl de 15 g-1™ pelas quatro estirpes selecionadas. Nestas condicdes, todas as estirpes
apresentaram 100 % de descoloracdo num periodo de incubacdo de 9 a 14 dias. As
intensidades de descoloracdo foram distintas entre as estirpes e superiores a 50 %. O
aumento do pH para 9,0 restringiu o desempenho destes microrganismos. Neste caso
T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 foram as Unicas estirpes a apresentar 100 %
de descoloracédo. A intensidade de descoloracgéo foi distinta em fungdo de cada estirpe,
tendo sido igual ou superior a 75 % ao 14° dia de incubacdo. Adicionalmente, nestas
condigdes as estirpes P.chrysosporium MUM 94.15 e T. versicolor MUM 04.101
apresentaram uma taxa de descoloracdo de 33,3 % e intensidade de descoloragdo de
25 %, ap0s o periodo maximo de incubag&o de 28 dias.

No valor méximo de alcalinidade estudado (pH 10,0) e numa concentracdo de NaCl
de 10 g-I"%, T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 descoloriram RP5 com uma taxa
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de descoloracdo de 55,6 % e com uma intensidade de descoloracdo de 25 %
independentemente da concentragcdo de sal adicionado ao meio de cultura. Nestas
condigdes, as estirpes P. chrysosporium MUM 94.15 e T. versicolor MUM 04.100 néo
foram capazes de se adaptarem aos parametros restritivos, como pode ser verificado na

Figura 4.1.

T.versicolor
MUM 94 .04

T.versicolor
MUM04.100

T.versicolor
MUM 04.101

P.chrysosportim
MUM94.15

Figura 4.1. Descoloragdo de RP5 por 4 estirpes de Fpb em condigdes extremas de pH e
salinidade: 1: Controle; 2: NaCl 5,0 g-1"; 3: NaCl 10,0 g-I'"; 4: NaCl 15,0 g-I""; 5: NaCl
20,0 g-1"; pH 9,0; 30 °C; 28 dias de incubaco.

Conforme apresentado na Figura 4.2, o tipo de corante (PR478), o pH (> 8,0) ¢ a
concentragdo de NaCl (> 10 g-1™) foram fatores que desfavoreceram a adaptacio do
fungo e consequentemente a descoloragdodos corantes. T. versicolor MUM 94.04 e
MUM 04.100 foram as Unicas estirpes que, a pH 8,0 e com valor limite de NaCl fixado
em 10 g-I", alcancaram uma taxa de descoloracéo e intensidade de descoloragdo de
100 % e 75 %, respectivamente, Em contrapartida, as estirpes P.chrysosporium
MUM 94.15 e T. versicolor MUM 04.101 ndo apresentaram resultados significativos
em quaisquer condi¢fes avaliadas. O aumento do pH a valores superiores a 8,0
restringiu a taxa de descoloragdo e intensidade de descoloracdo pelas
estirpes T. versicolor MUM 94.04 e T. versicolor MUM 04.101.
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T.versicolor
MUM 94.04

T.versicolor
MUM 04.100

T.versicolor
MUM 04.101

P.chrysosportim
MUM94.15

Figura 4.2. Descoloragdo de PR478 por 4 estirpes de Fpb em condicGes extremas de pH e
salinidade: 1: Controle; 2: NaCl 5,0 g-I"*; 3: NaCl 10,0 g-I"; 4: NaCl 15,0 g-I"*, 5: NaCl
20,0 g-I""; pH 8,0; 30 °C; 28 dias de incubaco.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4.1 e Figura 4.2 na Tabela 4.3,
observa-se que as concentracdes de NaCl superiores a 15,0 g-I"* restringiram a
capacidade descolorativa das quatro estirpes selecionadas, independentemente do pH e

corante adotados para o estudo.
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Tabela 4.3. Descoloracdo de RP5 e PR478 por 4 estirpes de Fpb em condi¢6es extremas de pH e salinidade.

RP5 PR478
Estirpe  [NaCl]
MUM pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
5,0 90 90 +++ 10 90 90 +++ 12 50 70 + 14 90 90 +++ 19 70 80 + 22 50 60 + 24
94.04 100 90 90 +++ 10 90 90 +++ 14 50 50 + 14 90 90 +++ 19 50 70 + 22 50 60 + 24
150 90 90 +++ 14 70 90 +++ 14 50 50 + 14 80 80 + 23 40 - - 28 30 - - 28
200 30 - - 28 30 - - 28 10 - - 28 - - - 28 40 - - 28 30 - - 28
5,0 90 90  ++ 19 60 60 + 22 - - - 28 30 - - 28 - - - 28 - - - 28
94.15 100 90 90  ++ 28 50 50 + 22 - - - 28 10 - - 28 - - - 28 - - - 28
150 90 90  ++ 28 30 30 + 28 - - - 28 - - - 28 - - - 28 - - - 28
200 50 - - 28 30 - - 28 - - - 28 - - - 28 - - - 28 - - - 28
5,0 90 90 ++++ 9 90 90 ++++ 11 60 75 + 14 90 90 +++ 19 70 80 + 26 50 70 + 24
04.100 100 90 90 ++++ 9 90 90 ++++ 11 40 50 + 14 90 90 +++ 19 50 80 + 26 50 V5 + 24
150 90 90 ++++ 12 90 90 ++++ 14 50 50 + 14 90 80 + 28 50 - - 28 30 - - 28
200 20 - - 28 10 - - 28 10 - - 28 - - - 28 40 - - 28 30 - - 28
5,0 90 90  ++ 19 50 55 + 22 - - - 28 30 - - 28 10 - - 28 - - - 28
04.101 100 90 90 ++ 19 40 45 + 22 - - - 28 30 - - 28 - - - 28 - - - 28
150 80 90  ++ 22 30 30 + 28 - - - 28 10 - - 28 - - - 28 - - - 28
200 30 - - 28 30 - - 28 - - - 28 - - - 28 - - - 28 - - - 28

1. Diédmetro de crescimento (mm); 2. Descoloragdo (mm); 3. Intensidade de descoloragdo (+ 25%; ++50%; +++75%; ++++ 100%); 4.Tempo de crescimento (dias).

Todos os resultados correspondem a média de duas réplicas.
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4.2. Descoloragdo de corantes téxteis em meio de cultura liquido
(MCL)

4.2.1. Descoloragéo de RP5 e PR478 em meio de cultura alcalino

A descoloracdo de ambos corantes em MCL apresentou 0 mesmo perfil anteriormente
descrito para os ensaios em MCS. A descoloracédo esteve intrinsecamente ligada ao tipo
de corante, ao perfil metabdlico de cada estirpe de Fpb selecionada e ao pH.

No conjunto de ensaios efetuados conforme anteriormente descrito, os melhores
valores de pH para a descoloragdo do RP5 e PR478 em MCL foram 9,5 e 8,5,
respectivamente. Para o corante RP5, as estirpes Trametes versicolor MUM 94.04 e
MUM 04.100 apresentaram uma taxa de descoloracdo de 100 % (Figura 4.3 e Figura
4.4). As estirpes Trametes versicolor MUM 04.101 e Phanerochaete chrysosporium
MUM 94.15 (ATCC 24725) descoloriram o referido corante em 75 % (Figura 4.5 e
Figura 4.6).

Para o corante PR478, a estirpe P. chrysosporium MUM 94.15 (Figura 4.7)
apresentou uma descoloracdo na ordem de 85 % e nestas mesmas condicgdes as estirpes
T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 apresentaram taxas de descoloracéo igual a
75 % (Figura 4.8 e Figura 4.9). Por outro lado, a estirpe T. versicolor MUM 04.101 foi
menos eficiente na degradacdo de PR478 quando comparada com as outras estirpes
avaliadas, independemente da faixa de pH estudada (Figura 4.10).

O consumo de sacarose na presenca de ambos os corantes foi determinado partindo-se
de amostras do sobrenadante do MCL. A sacarose foi totalmente consumida por todas
as estirpes de Fpb analisadas entre o primeiro e terceiro dia de incubacdo (da Figura 4.3
a Figura 4.10), para todos os valores de pH avaliados. Utilizando-se os respectivos
controles, observou-se que a diminui¢do da concentracdo dos corantes e a formacéo de
biomassa ocorreram sem adsor¢do significativa dos corantes a biomassa.
Adicionalmente, a formacdo de biomassa foi superior em MCL em comparacdo ao

controle, porém com diferentes percentagens consoante o corante utilizado.
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A fim de se elucidar quais as enzimas extracelulares que encontraram-se envolvidas
na degradacdo dos corantes RP5 e PR478 por cada estirpe de microrganismo
selecionado, ensaios enzimaticos foram efetuados com as amostras dos respectivos
MCL. Uma primeira analise qualitativa foi efetuada atraves do Teste de Schénel, para a
verificacdo da presenca de enzimas da classe das oxirredutases. Os resultados obtidos
para todas as estirpes de T. versicolor (MUM 94.04, MUM 04.100 e MUM 04.101),
foram distintos, desde o 1° dia de ensaio, quando comparadas com a estirpe
P. chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725). Observou-se uma coloracao
avermelhada e com crescente elevacdo de intensidade consoante os dias de incubacgéo
para todas as estirpes de T. versicolor (MUM 94.04, MUM 04.100 e MUM 04.101).
Esta coloragdo néo foi observada nas amostras da estirpe P. chrysposrium MUM 94.15.
Quantificou-se a atividade de cada uma das enzimas envolvidas no processo de
degradacdo dos corantes RP5 e PR478 e a formacdo de biomassa da estirpe
T. versicolor MUM 04.100 a pH 9,5 na presenca de RP5 (Figura 4.4). A maior atividade
foi obtida para a lacase (Lcc) e para lignina-peroxidase (LiP). No caso da Lcc os valores
obtidos foram: 1,9 U no 1° dia; 2,2 U no 3° dia; 2,0 U no 5° dia e 1,5 U no 7°dia. J4 no
caso da LiP os valores obtidos foram os seguintes: 0,5 U no 3° dia e 1,4 U no 5° dia.
Também foi detectada uma atividade elevada da Lcc para a estirpe T. versicolor
MUM 94.04 (Figura 4.3): 1,0 U no 1° dia; 1,8 U no 3°dia; 2,1 Uno 5°diae 1,7 U no 7°
dia. Para a estirpe T. versicolor MUM 94.04 a atividade de LiP foi detectada com os
seguintes valores: 0,05 U no 3° dia, 0,3 U no 5° dia e 0,09 no 7° dia. Adicionalmente,
atividades residuais GLOX foram encontradas em ambas estirpes. Por outro lado, as
actividades de manganés-peroxidase (MnP) e proteases ndo foram detectadas nestes
microrganismos.

Apesar da auséncia da Lcc no sistema enzimatico de P. chrysosporium MUM 94.15
(ATCC 24725) esta estirpe foi capaz de descolorir RP5 em valores comparéveis aqueles
encontrados para a estirpe T. versicolor MUM 04.101 a pH 9,5 (Figura 4.5): Tal fato
podera entdo ser atribuido a presenca das enzimas LiP e GLOX nas amostras analisadas
de MCL. Deste modo, para LiP obtiveram-se 0s seguintes valores de atividade
enzimaticas: 0,5 U no 3° dia, 0,9 U no 5° dia e 1,1 no 7° dia. A Figura 4.5 apresenta 0s
melhores resultados obtidos para descoloracdo de RP5 por T. versicolor MUM 04.101.
Os valores maximos da Lcc e LiP foram detectados no 5° dia de incubagéo, tendo sido

15 U e 0,8 U, respectivamente. Como descrito para as estirpes T. versicolor

90



Capitulo 4 Resultados

MUM 94.04 e MUM 04.100, foram detectados valores residuais de GLOX para as
estirpes P. chrysosporium MUM 94.15 e T. versicolor MUM 04.101.

Nos ensaios realizados com o corante PR478, as maiores atividades enzimaticas foram
encontradas para as estirpes T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100, a pH 8,5 (Figura
4.8 e Figura 4.9). Nessas condicOes a estirpe T. versicolor MUM 94.04 apresentou 0s
seguintes valores de atividades enzimaticas: 0,5 U no 3° dia; 0,8 U no 5°diae 1,2 U no
7°diada Lcce 0,5U no 3°dia, 0,8 no5°diae 1,2 U no 7° dia de LiP. Para esta estirpe,
as atividades residuais de GLOX foram detectadas no 3° e 5° dia de incubagdo. Os
valores das atividades enzimaticas obtidos para a estirpe T. versicolor MUM 04.100,
foram similares aqueles encontrados para a estirpe T. versicolor MUM 94.04, sendo:
0,07 U no 1°dia; 1,0 U no 3°dia, 0,9 U no 5°diae 0,5 U no 7° dia para Lcce 1,0 U no
3 °dia, 0,9 no 5° dia e 1,4 U no 7° dia, para LiP. Em concordancia com os resultados
apresentados acima para RP5 a pH 8,5, nos ensaios enzimaticos efetuados para a estirpe
P. chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725), ndo foi detectada atividade da Lcc.
Entretanto, os valores obtidos para LiP foram similares aqueles encontrados para as
estirpes T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100, sendo: 0,5 U no 3° dia, 0,7 U no 5°
dia e 1,0 U no 7° dia, alem de atividade residual de GLOX entre os 3° e 7° dias de
amostragem. Para as estirpes T. versicolor MUM 04.100 e 04.101 n&o foi detectada esta
enzima. Além disso, para quaisquer umas das estirpes estudadas ndo foram detectadas
atividades de MnP e proteases.

Nas melhores condicGes de descoloracdo de ambos 0s corantes estudados, observou-
se a inter-relagdo entre a formacdo de biomassa e a atividade enzimatica, atendendo a
razbes de: 2,32 para a estirpe T. versicolor MUM 04.100; 1,9 para a estirpe
T. versicolor MUM 94.04; 1,93 para a estirpe T. versicolor MUM 04.101 e 1,45 para a
estirpe P. chrysosporium MUM 94.15. Também, € importante salientar que a biomassa
formada na presenca de RP5 foi superior as quantidades determinadas em presenca de
PR478 para todas as estirpes, em todas condi¢des estudadas (da Figura 4.3 a Figura
4.10).
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4.2.2. Descoloracédo de RP5 em meio de cultura salino

Para o corante RP5 as estirpes T.versicolor MUM 94.04, MUM 04.100 e
MUM 04.101 e P. chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725), apresentaram 0S
melhores resultados a pH 9,5 em uma concentracéo de 0,1 g-1™* do corante. Deste modo,
estabelecidos os melhores valores de pH e concentragéo do corante a ser estudado, um
ensaio foi conduzido com adigédo de diferentes concentraces de NaCl ao MCL (Segéo
3.2.2.2)

A descoloracdo de RP5 nestas condicGes foi dependente das estirpes, do pH e da
concentracdo do sal, fato ja antes descrito na Secdo 4.2.1. Os melhores resultados de
descoloracéo e atividade enzimatica foram obtidos em MCL contendo 15 g-1™ de NaCl
na sua composicdo. As estirpes T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 apresentaram
uma taxa de descoloracdo de 90 % e 100 %, respectivamente (Figura 4.11 e Figura
4.12). Nestas mesmas condicdes, as estirpes T.versicolor MUM 04.101 e
P. chrysosporium 94.15 atingiram valores inferiores a 75 % (Figura 4.13 e Figura 4.14).

O consumo da sacarose foi determinado pela analise dos sobrenadantes das amostras,
ocorrendo entre o 1° e 3° dias de incubacdo. Nao ocorreu inibicdo de crescimento
fangico perante a presenca de corante no MCL. Os valores de biomassa obtidos do
controle, em comparacdo as amostras reais, sempre apresentaram valores inferiores. Em
acréscimo, ndo foi detectada adsorcdo do corante a biomassa.

Foram efetuadas determinacBes das atividades enzimaéticas das estirpes dos Fpb
estudadas. Para estas determinacGes utilizaram-se os sobrenadantes das amostras dos
MCL em diferentes concentracdes de NaCl. Os ensaios enzimaticos com as estirpes
T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 permitiram a deteccdo de Lcc e LiP em
valores superiores aos obtidos nas melhores condi¢des de alcalinidade, isto é, a pH 9,5

com 0 mesmo corante.
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Os valores maximos das atividades enzimaticas obtidos para as estirpes T. versicolor
MUM 04.100, foram: 1,7 U no 7° dia, 2,9 U no 14°dia, 2,3 U no 21° dia e 2,2 U no 28°
dia e de LiP: 0,9 U no 14° dia, 1,2 U no 21° dia e 0,09 U no 28° dia de incubacgio
(Figura 4.12). A estirpe T. versicolor MUM 94.04 apresentou sa seguintes atividades
enzimaticas de Lcc: 1,8 U no 7° dia, 2,4 U no 14° dia, 1,9 U no 21°dia e 1,4 U no 28°
dia e de LiP: 0,05 U no 7° dia, 0,3 U no 14° dia, 0,09 U no 21° dia e 0,03 U no 28° dia
de incubacédo (Figura 4.11). As atividade residuais de GLOX foram também detectadas
para as estirpes T. versicolor MUM 04.100 e MUM 94.04. Nestas mesmas amostras nao
foram detectadas atividades de MnP e proteases.

Os ensaios enzimaticos realizados com os sobrenadantes dos ensaios com estirpe
P. chrysosporium MUM 94.15 permitiram a deteccdo de atividade de LiP, tendo obtidos
os seguintes valores: 0,3 U no 14° dia, 0,5 U no 21° dia e 0,3 U no 28° dia. Para esta
estirpe ndo foram detectadas as atividades de MnP e GLOX, porém foram quantificadas
proteases, tendo-se obtido os valores: 1,3 U no 14° dia, 1,7 no 21° dia e 2,2 no 28° dia
(Figura 4.14). A estirpe T.versicolor MUM 04.101 (Figura 4.13) apresentou um
desempenho inferior quando comparada a MUM 94.04 e MUM 04.100. Contudo,
mesmo apresentando atividades de Lcc, LiP e GLOX residuais, obteve uma taxa de

descoloracéo similar a MUM 94.15.

4.2.3. Utilizacdo da estirpe T.versicolor MUM 04.100 imobilizada na

descoloracdo de RP5
4.2.3.1. Imobilizacao celular em suportes sintéticos

De acordo com as imagens obtidas por MEV da estirpe T. versicolor MUM 04.100
(Figura 4.15) imobilizada nos suportes sintéticos de EPO e de EN (Sec¢édo 3.2.2.2) foi
possivel visualizar-se a adesdo superficial e interna da estirpe aos dois suportes. A
quantificacdo absoluta (peso seco) de biomassa imobilizada nos respectivos suportes,
foi efetuada com 5 unidades de cada material ap6s 7 dias de incubacdo. Uma discreta
variagdo da biomassa imobilizada foi observada, obtendo-se 0,18 + 0,08 (g-g™ suporte)
em EPO e 0,23 + 0,09 (g-g™ suporte) em EN, sendo que os valores obtidos foram a
média de 3 ensaios independentes. Tal procedimento permitiu obter uma estimativa da
quantidade de biomassa fungica introduzida no meio de cultura do ensaio. As outras 5

unidades foram transferidas para 0 MCL e incubadas por 7 dias.
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J,ﬂh -

Figura 4.15. Imagens obtidas por MEV para os suportes EPO e EN: (a) corresponde aos
suportes sem adesdo flngica e (b) suporte colonizado por T. versicolor, ap6s 7 dias de
incubacéo.

A imobilizagdo do microrganismo em ambos suportes promoveu a completa
descoloracdo do corante nas primeiras 48 h de fermentacdo. Neste mesmo periodo,
detectaram-se os valores maximos das atividades das enzimas Lcc e LiP (Tabela 4.4),
que foram de 2,8 e 1,2 U, respectivamente, quando o microrganismo foi imobilizado em
EPO e 2,2 e 0,9 U quando o suporte foi EN. Valores residuais de GLOX foram
detectados até o 3° dia de fermentacdo. Em contrapartida, as atividades de MnP e

proteases ndao foram detectadas.
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Tabela 4.4. Determinacdo da atividade enzimética de Fpb imobilizados em EPO e EN.

Suporte  Tempo Biomassa Biomassa livre Atividade Atividade pH
imobilizada Enzimatica (Lcc) Enzimatica (LiP)
(dias) (g/Erlenmeyer) (g/Erlenmeyer) (V) V)

1 092+0,10 0,05+0,02 2,40+ 0,01 0,90 £ 0,02 5,2

2 1,10+0,20 0,07 +0,01 2,80+ 0,02 1,20 £ 0,01 49

3 139+0,25 0,08 +0,06 1,00+ 0,04 0,05+ 0,06 4,2

EPO 4 183+0,30 0,12+0,02 0,50+ 0,03 0,04 +0,01 4,0
5 2,24+0,05 0,19+0,08 0,10+ 0,01 - 3,7

6 2,26+0,08 0,22+0,07 0,05+ 0,04 - 3,3

7 2,28+0,10 0,24+0,01 0,03+ 0,02 - 3,0

1 121+0,20 0,03+0,01 2,0+£0,22 0,7+0,01 53

2 189+0,16 0,03+0,01 2,2+0,17 0,9 £0,02 51

3 2,29+005 0,04+0,01 1,0+0,12 0,4 +£0,02 3,7

EN 4 245+0,10 0,06 +£0,02 0,5+ 0,08 0,4 +0,02 3,3
5 246+0,08 0,10+0,02 0,1+0,03 0,03 +£0,02 3,3

6 2,48+0,07 0,17 +0,05 - - 3,1

7 248+0,02 0,22+0,04 - - 3,1

Média de 3 ensaios independentes.

O consumo total da sacarose ocorreu nos dois primeiros dias de ensaio. Ao longo do

ensaio, embora o pH inicial do meio de cultura tivesse sido ajustado a 9,5, a diminuicéo
do mesmo ocorreu de forma gradativa, sendo que nos melhores valores de atividade da
Lcc encontrava-se no intervalo de 5,3-4,9. As taxas de adesdo fungica de 90,5 % em
EPO e 91,85 % em EN foram préximas.

4.2.3.2. Fermentacdo em “batch” com a estirpe T. versicolor MUM 04.100

imobilizada

Nesta fase do estudo foi realizado um ensaio fermentativo em “batch” com 10 ciclos

sucessivos (30 dias) em agitador rotativo, reutilizando-se a  estirpe
T. versicolor MUM 04.100 imobilizada em EPO e EN, nas mesmas condi¢bes e
composicdo do MCL descritos na Secdo 4.2.3.1. Ao final de cada ciclo (3 dias), as
celulas foram devidamente filtradas e lavadas em ambiente asséptico e posteriormente
transferidas para um MCL de igual composigéo.

A estirpe T. versicolor MUM 04.100 imobilizada em EPO manteve uma taxa de
descoloracdo de RP5 igual ou superior a 85 % nos 6 primeiros ciclos (Figura 4.16). As
atividades méximas da Lcc e LiP ocorreram entre 0 1° e 4° e 1° e 2° ciclos,

respectivamente. Valores de GLOX residuais foram detectados até o 4° ciclo.
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Figura 4.16. Descoloracdo de RP5 ao longo de cada ciclo fermentativo pela estirpe
T. versicolor MUM 04.100 imobilizada em EPO.

A imobilizagdo da estirpe T.versicolor MUM 04.100 em EN (Figura 4.17)
proporcionou uma taxa de descoloracdo igual ou superior a 85 % ao longo dos 7
primeiros ciclos. Para ambas enzimas (Lcc e LiP) as atividades maximas ocorreram
entre 0 2° e 3° ciclos com valores de até 3,0 e 1,0 U para Lcc e LiP, respectivamente.
Valores residuais de GLOX foram detectados até o 3° ciclo.

Em acréscimo, deve-se ainda reportar que ndo foram detectadas atividades de MnP e
proteases nas amostras obtidas nos dois ensaios com os diferentes suportes. Nos 10
ciclos em que decorreram ambos 0s experimentos 0 consumo de sacarose foi total.

Ao término de cada ciclo, para os dois suportes, ficou evidente a diminuicdo do pH

em curto espaco de tempo (3 dias), limitando-se a valores entre 5,9 e 4,2.
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Figura 4.17. Descoloracdo de RP5 ao longo de cada ciclo fermentativo pela estirpe
T. versicolor MUM 04.100 imobilizada em EN.

Ao longo dos sucessivos ciclos ocorreu um aumento progressivo da biomassa aderida
aos suportes (Figura 4.18). Embora tal fato tenha ocorrido, a reducdo progressiva da
atividade enzimatica da Lcc e auséncia de deteccdo da LiP foram observadas a partir do
4 % e 5° ciclos para EPO e EN, respectivamente. Deste modo, pode-se observar que 0
aumento da biomassa ndo proporcionou 0 aumento da atividade das enzimas envolvidas

no processo descolorativo.
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Sg 30
F—-F)
=% 25
[=] -
= E 2.0 mEPO
‘: 5 -
2215 EN
S 1.0
2 .
=2} 0.5

0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ciclos

Figura 4.18. Formacgdo de biomassa ao longo de cada ciclo fermentativo pela estirpe
T. versicolor MUM 04.100 imobilizada nos suportes sintéticos EPO e EN.
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4.3. Descoloragdo de RP5 em reatores pela estirpe T. versicolor MUM
04.100

Diante da potencialidade apresentada pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em
descolorir RP5 em condicOes extremas de alcalinidade e salinidade, um conjunto de
ensaios foi realizado em diferentes reatores com células livres e imobilizadas, cujo o
objetivo foi a verificacdo em maior escala do perfil de descoloracdo do fungo. Foram
avaliadas as atividades enzimaéticas, variacdo do pH e o efeito da adigcdo de fontes de
carbono suplementares (sacarose e glicerol) ao longo do processo fermentativo.

4.3.1. Reator continuo de leito fixo

Quatro ensaios independentes foram realizados num reator de leito fixo (Figura 4.19)
de capacidade de 300 ml, contendo 260 ml de MCL. As condi¢fes de operagédo
inerentes a cada ensaio encontram-se descritas na Secdo 3.5.3.1. O reator foi inoculado

inicialmente com biomassa proveniente da propagacao e meio descrito na Se¢édo 3.2.2.2.

(A)

Figura 4.19. Descoloracdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em reator continuo
de leito fixo. A: Meio de cultura renovado apds 8 h de fermentagdo; B: Introducéo da fonte de
alimentagdo (3° dia); C: 4° dia de fermentagdo com fonte de alimentacéo.

Os resultados relativos ao primeiro ensaio conduzido com células livres da estirpe
T. versicolor MUM 04.100 estdo apresentados na Figura 4.20. A concentracéo inicial de
biomassa do microrganismo no reator foi estimada em peso seco em 3,1 g-I™*. Uma vez
ocorrida a total remocdo do corante com taxa de descoloracdo de 100 % no 3° dia, foi
iniciado o processo continuo de alimentacdo do corante a um caudal fixo de corante

(Secdo 33.5.3.1). Apo6s a introducdo da fonte de alimentacdo verificou-se uma
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intensificacdo da formacéo de biomassa, cuja quantificacdo ndo foi possivel por razbes
inerentes a dispersao da biomassa no reator. Foram experimentadas, ao longo do ensaio,
adigdes de fontes de carbono por pulsos de sacarose (9° e 15° dia) e glicerol (20° dia). O
elevado crescimento celular verificado apos as adi¢Ges tornou necessaria a purga de
biomassa ao fim dos 11°, 17° e 24° dias. As purgas foram efetuadas para manter o
arejamento do meio e a continua agitacdo da mistura dentro do reator. Entre 0s 5° e 7°
dias de ensaio as taxas de descoloragcdo mantiveram-se superiores a 90 %. Devido a
reducdo de atividade degradativa do fungo para 85 %, no 9° dia foi efetuado o 1° pulso
de sacarose, sendo que o consumo total da mesma ocorreu nas 48 h posteriores. Este
pulso de sacarose elevou a taxa de descoloracdo entre o 10° e 14° dias a valores
superiores a 90 % e a sacarose adicionada foi consumida num periodo de dois dias.
Devido a reducdo da taxa de descoloracédo a 80 %, no 15° dia de ensaio um 2° pulso de
sacarose foi efetuado. A adicdo deste 2° pulso elevou a taxa de descoloracéo a valores
também superiores a 90 % entre o 16° e 19° dias e o consumo total desta fonte de
carbono ocorreu 24 h ap6s o pulso. Seguindo 0 mesmo critério, no 20° dia de ensaio, um
terceiro e ultimo pulso foi efetuado mas a fonte de carbono utilizada foi glicerol. Apos a
introducdo desta fonte de carbono, obteve-se 0 pico maximo da atividade da enzima Lcc
de 3,5 U, obtendo-se uma taxa de descoloracdo de 100 % entre os 23° e 25° dias. Em
contrapartida, para a enzima LiP, o valor maximo de atividade foi observadono 6° dia de
ensaio onde ndo havia ocorrido qualquer adicdo de uma fonte de carbono. Valores
residuais de GLOX foram determinados apenas no 11°, 17°, 21° e 22° dias. N&do foram
detectadas atividades de MnP e proteases. Foi observada, tal como esperado, uma
acidificacdo do meio no processo de degradacdo do RP5, com uma consequente e

progressiva diminui¢do do pH.
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Figura 4.20. Descoloracdo de RP5 por células livres da estirpe T. versicolor MUM 04.100.
Meio alcalino ajustado a pH 9,5.

O segundo ensaio tambem foi conduzido com células livres da estirpe
T. versicolor MUM 04.100. Neste caso, avaliou-se a capacidade do microrganismo em
descolorir RP5 em ambientes alcalino e com elevada concentracdo de NaCl. Os
resultados relativos ao segundo ensaio estdo apresentados na Figura 4.21. O ensaio teve
a mesma duracéo que o anterior, e nas primeiras 48 h, ap0s ter sido adicionada cerca de
3,22 g-I" de biomassa da estirpe T.versicolor MUM 04.100 ao reator, ocorreu a
degradacédo de 100 % do corante existente no meio. No fim desta etapa em “batch”, foi
iniciado o processo continuo de alimentacdo do corante a um caudal fixo de corante.

A adicdo do 1° pulso da solucdo de sacarose ocorreu no 8° dia e promoveu 0 aumento
da taxa de descoloracédo na faixa de 90 a 100 % de descoloracao entre 0 9° e 14° dias. A
mesma taxa de descoloracédo foi obtida 24 h apds o 2° pulso de sacarose no 15° dia e foi
mantida até ao 19° dia deste ensaio. No que diz respeito ao glicerol, apds um 1° pulso no
20° dia do ensaio, observou-se a descoloracdo total do corante entre o 23° e 25° dias.
Neste mesmo periodo foi detectada a atividade maxima de Lcc, correspondendo ao
valor de 4 U. Este valor foi 1,14 vezes superior ao obtido na atividade desta enzima no

1° ensaio. A maior atividade de LiP foi detectada no 21° dia de ensaio, apds 24 h o pulso
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de glicerol. Valores residuais de GLOX foram determinados apenas no 11°, 21°, 22° e
25° dias. Neste ensaio ndo foram detectadas atividades de MnP e proteases.

Tal como ocorreu no ensaio anterior, a progressiva diminui¢do do pH do meio de
cultura ao longo do processo fermentativo foi detectada, mesmo com a constante
introducao da fonte de alimentacgéo ajustada a pH 10,0. Verificou-se também que a cada
pulso das fontes de carbono estudadas ocorreu um aumento excessivo da biomassa,

provocando uma obstrucdo da entrada de ar no sistema, obrigando a purga de biomassa.
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Figura 4.21. Descoloracdo de RP5 por células livres da estirpe T. versicolor MUM 04.100.
Meio alcalino ajustado a pH 9,5 e concentragdo de NaCl de 15 g-1™.

O terceiro ensaio foi realizado com a estirpe T. versicolor MUM 04.100 imobilizada
em EPO. Avaliou-se a capacidade de degradacdo de RP5 a pH e concentracdo de NaCl
elevadas. A quantidade de biomassa imobilizada introduzida no reator foi cerca de
4,21 g-1™. Os resultados relativos ao terceiro ensaio estdo apresentados na Figura 4.22.

O ensaio decorreu num periodo de 40 dias e nas primeiras 24 h 100 % do corante foi
descolorido, sendo entdo inserida a fonte de alimentagdo continua. Ao longo do ensaio
observou-se um aumento de biomassa no suporte, sendo que no final do ensaio o valor
de biomassa aderida ao suporte foi de 12,3 g-I"*A adicdo do 1° pulso de sacarose ocorreu
no 12° dia e promoveu a elevagédo da taxa de descoloragéo na faixa de 90 a 100 % entre
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0 13° e 21° dias. Apds o 2° pulso de sacarose, no 23° dia, a taxa de descoloracdo foi
mantida a acima de 90 % até o 28° dia de ensaio. Em concordéncia aos resultados
obtidos no 1° e 2° ensaio com células livres, ap6s um pulso de glicerol no 31° dia do
ensaio, observou-se a descoloracao total do corante entre o0 34° e 36° dias. Neste mesmo
periodo, foi detectada a atividade maxima de Lcc, correspondendo ao valor de 5,5 U. A
maior atividade de LiP foi detectada no 20° dia de ensaio, ap6s 0 1° o pulso de sacarose.
Valores residuais de GLOX foram determinados no decorrer do ensaio. Ndo foram
detectadas atividades de MnP e proteases. Como no ensaio anterior, foi detectada a
progressiva diminuicdo dos valores de pH no meio de cultura ao longo do processo

fermentativo.
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Figura 4.22. Descoloragdo de RP5 pela estirpe T.versicolor MUM 04.100 imobilizada em
EPO. Meio alcalino ajustado a pH 9,5 e concentracdo de NaCl de 15 g-1™.

No quarto ensaio de descoloracdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100, EN
foi usado como suporte da biomassa, nas mesmas condicdes e durante 0 mesmo periodo
de tempo correspondente ao 3° ensaio. A quantidade de biomassa imobilizada
introduzida no reator foi cerca de 4,68 g-I™. Os resultados relativos ao quarto ensaio

estdo apresentados na Figura 4.23.
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Nas primeiras 24 h o corante foi totalmente descolorido tendo sido inserida a fonte de
alimentacdo continua. Observou-se 0 aumento de biomassa no suporte ao longo do
ensaio, sendo que ao final do processo o valor de biomassa aderida ao suporte foi de
14,5 g-I". A adicdo do 1° pulso de sacarose ocorreu no 10° dia e promoveu 0 aumento
da taxa de descoloracdo na faixa de 90 a 100 % entre 0 12° e 17° dias. Apds 0 2° pulso
de sacarose, no 19° dia, a taxa de descoloragdo foi mantida com mesmo percentual 90 %
até o 24° dia de ensaio. Apos o pulso de glicerol, no 30° dia do ensaio, observou-se a
descoloracdo total do corante entre 0 34° e 36° dias e neste mesmo periodo foi detectada
a atividade maxima de Lcc, correspondendo ao valor de 5,4 U. A maior atividade de LiP
foi de 1,4 U, detectada no 23° dia de ensaio, ap6s o 2° pulso de sacarose. Valores
residuais de GLOX foram determinados no decorrer do ensaio. Nao foram detectadas
atividades de MnP e proteases. Tal como no ensaio anterior, foi detectada uma

progressiva diminuicdo do pH.
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Figura 4.23. Descoloragdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 imobilizada em EN.
Meio alcalino ajustado a pH 9,5 e concentragdo de NaCl de 15 g-1™.

Os valores maximos de atividade da Lcc foram semelhantes (5,5 U) nos dois ensaios
com células imobilizadas em suportes sintéticos, o que representa uma atividade

1,25 vezes maior quando comparado com a atividade méxima desta enzima num ensaio
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com as mesmas condic@es utilizando-se células livres. Assim, os resultados indicam que

a Lcc foi a enzima lignolitica mais eficiente envolvida na descoloracéo do corante.

4.3.2. Estudos em condicdes “fed-batch”

Dois ensaios independentes foram realizados num reator de bancada de 2 | (Figura
4.24), contendo 1 | de MCL (Segdo 3.2.2.2) ajustado inicialmente a pH 8,0. Como
inéculo foi adicionada aproximadamente 10,0 g-I* de biomassa da estirpe
T. versicolor MUM 04.100.

Figura 4.24. Descoloracdo de RP5 em reator de bancada de 2 | pela estirpe T. versicolor MUM
04.100. A: Reator com MCL inoculado com a estirpe T. versicolor MUM 04.100; B: Reator
apos 4 h de fermentacdo. Condicdes: pH (8,0-9,5), 150 rpm durante 7 dias a 30 °C.

Ap0s 48 h do inicio da fermentacdo (Figura 4.25) a estirpe T. versicolor MUM 04.100
apresentou uma taxa de descoloracdo de 90 %. Neste mesmo periodo foi também
detectado o pico maximo de atividade da Lcc (9,1 U). Deste modo, o microrganismo foi
exposto a uma nova condigdo, onde efetuou-se um 1° pulso de solu¢do do corante e
elevou-se o pH do MCI a 8,5. Nas 24 h posteriores ao inicio da fermentagdo, a
descoloracdo de RP5 foi de 62,4 %. Diante desta reducdo na taxa de descoloracéo,
efetuou-se um pulso de solugdo de sacarose as 72 h de fermentacdo, com o intuito de
aumentar a atividade metabolica do microrganismo. Uma vez obtida uma taxa de
descoloracdo de 94,6 % em 96 h de fermentacdo, efetuou-se entdo, um 2° pulso da
solucdo do corante e também elevou-se a alcalinidade do meio a pH 9,0. Nesta nova
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condicdo, ocorreu a gradativa reducdo da capacidade do microrganismo em descolorir o
corante.

Em 120 h de ensaio, apesar do aumento de biomassa no reator, a concentragdo do
corante manteve-se proxima dos 50 %. Evidenciando-se a reducdo da vitalidade do

fungo e a sua atividade no consumo do corante.
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Figura 4.25. Descoloragédo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em MCL com o pH
ajustado a 8,0-9,5. Condigdes: 150 rpm durante 7 dias a 30 °C.

Com o intuito de avaliar a maxima capacidade da estirpe T. versicolor MUM 04.100
em suportar condi¢cdes extremas de alcalinidade na presenca de RP5, ajustou-se o pH
meio fermentativo a 9,5 e um 2° pulso de solucdo de sacarose foi efetuado. No intervalo
de tempo entre 144 e 168 h, ndo ocorreu deteccdo desta enzima, exceto as 132 h de
fermentacdo, onde foram detectados valores residuais de Lcc (0,5 U). Também ndo
foram detectadas outras enzimas envolvidas na descoloracdo de RP5 durante todo o
ensaio.

A total inativacdo do fungo e auséncia de qualquer atividade metabdlica foi verificada
posteriormente em MCS de igual composicdo ao MCL, para além de meio de cultura

enriquecido MEA.
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No segundo ensaio foi adicionado 15 g-1"* de NaCl ao MCL e o pH inicial foi também
ajustado a 8,0. Todos os demais procedimentos operacionais e analiticos, foram
realizados de acordo com o0 1° ensaio, descrito acima, e os resultados sdo apresentados

na Figura 4.26.
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Figura 4.26. Descoloracdo de RP5 pela estirpe T. versicolor MUM 04.100 em MCL o pH
ajustado a 8,0-9,5 e 15 g-I" de NaCl. Condicdes: 150 rpm durante 7 dias a 30 °C.

A estirpe T. versicolor MUM 04.100 foi capaz de descolorir RP5 a 85 % apds 48 h de
fermentacdo. Neste periodo, a maxima atividade da Lcc (4,5 U) também foi detectada,
sendo entdo efetuado o 1° pulso de uma solucdo composta do corante e NaCl. Ao
término do 3° dia de ensaio (72 h), 31 % do corante havia sido descolorido. Deste modo,
fez-se 0 1° pulso de solucgdo de sacarose. Apds 96 h de fermentacdo a descoloracdo do
corante foi de 75 %. Efetuou-se, entdo, o 2° pulso de uma solucdo composta do corante
e NaCl e ajustou-se 0 meio de cultura a pH 8,5. Em 120 h de fermentacdo 66,3 % do
corante foi degradado. Um 2° pulso da solucdo de sacarose foi adicionado ao meio de
cultura. Mesmo assim, apés 144 h de fermentacdo a taxa de descoloracdo obtida foi de
55 % e no mesmo tempo néo foi detectada atividade da Lcc. Ao longo deste ensaio nao
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foram detectadas atividades de outras enzimas. Ao fim de 168 h de fermentacéo efetou-
se 0 mesmo procedimento descrito no 1° ensaio anterior, verificando-se a viabilidade do

microrganismo em meio de cultura solido, constatando-se auséncia de crescimento.

4.4. Expressao génica de lacase

Neste estudo, as técnicas northern blot e reacdo de transcriptase reversa de cadeia de
polimerase (RT-PCR) foram utilizadas. - Tubulina, sendo expressa constitutivamente,
foi utilizada como controle. As amostras do RNA total da estirpe T. versicolor
MUM 04.100 foram extraidas em MCL (Sec¢éo 3.2.2.2) com pH ajustado a 5,45 € 9,5 na
presenca do corante RP5. Trés diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose e glicerol)
foram avaliadas como indutoras na expressao da enzima referenciada. As amostras
foram retiradas as 48, 72, 96, 120 e 144 h, ap6s a inoculacao.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 4.27) apds a revelacdo da membrana
(16 h de incubag&o) ndo foi detectado qualquer sinal, incluindo-se o controle positivo
(DNA, estirpe T. versicolor MUM 04.100).

Figura 4.27. Membrana de “nylon” sem carga utilizada para a detec¢do da expressdo génica da
Lcc da estirpe T. versicolor MUM 04.100, com diferentes fontes de carbono e em diferentes
tempos por Northern blot. Sendo (]) o controle positivo.

Um novo ensaio foi realizado, alterando-se alguns procedimentos durante a execucao
da técnica de modo a otimizar as condi¢fes necessarias para detec¢do. As amostras de
RNA foram novamente quantificadas e, ap6s a corrida em mini-gel de
MOPS/Formaldeido, fez-se a visualizacdo no sistema Gel-Doc (BioRad). Constatou-se
entdo a integridade das amostras e eliminou-se a hipdtese de degradacdo do RNA.
Posteriormente, apés a transferéncia para a membrana, o gel foi novamente visualizado
no sistema Gel-Doc (BioRad), constatando-se uma total transferéncia para a membrana.
Repetiu-se o protocolo com o dobro da concentracdo da sonda e diminuicdo da

temperatura de hibridizagcdo, de modo a diminuir a especificidade de ligagdo da sonda.
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Aumentou-se 0 tempo de exposicdo a solucdo reveladora do kit (NBT/BCIP Stock
Solution). Embora tais procedimentos tenham sido efetuados, nenhum sinal foi obtido.
Considerando-se um possivel problema na hibridiza¢do, conduziu-se um ensaio onde
para além dos procedimentos descritos, diminuiu-se a temperatura de pré-hibridizacdo
de 62 °C para 50 °C e de hibridizacdo de 50 °C para 42 °C. Com isto, tentou-se aumentar
a especifidade da sonda. Mesmo com a adaptacdo de tais procedimentos néo foi possivel
detectar qualquer sinal da expressdo génica da Lcc com esta técnica. Deste modo, a
reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) foi o método
alternativo de analise testado para determinar os niveis de expressdo do gene da Lcc.
Diante dos resultados obtidos (Figura 4.28) tornou-se evidente a vantagem na utilizacdo

desta técnica, uma vez que existia uma quantidade limitada de amostra.
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Figura 4.28. Deteccdo da expressdo génica da Lcc sintetizada pela estirpe T. versicolor
MUM 04.100, em diferentes condi¢des por RT-PCR. Colunas (A) MCL sem ajuste de pH; (B)
MCL a pH 9,5. Fontes de carbono analisadas - Colunas (1) glicose, (2) sacarose, (3) glicerol.
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As imagens foram submetidas a analise densitométrica. Este programa permitiu a
selecdo e quantificacdo dos pixels da area correspondente a cada banda existente no gel,
podendo-se verificar a expressdo da enzima pela medigcdo da intensidade relativa. Os
resultados apresentados na Figura 4.29 determinaram a expressdo da Lcc pela razdo da
densidade desta enzima, em relacdo ao gene constitutivo - Tubulina.

A fonte de carbono que induziu a maior expressao da Lcc foi o glicerol, seguidamente
de sacarose e glicose. Ao longo do tempo de estudo ocorreram diferencas na expresséo
da enzima. A maior expressdo de Lcc foi detectada a pH 5,45, ap6s 72 h. Diante
conjunto de resultados obtidos nas amostras avaliadas nos demais tempos de estudo a
condic&o alcalina favoreceu a expressao desta enzima.

Verificou-se nas Gltimas amostras analisadas no tempo de 144 h, a brusca reducédo da
expressao da enzima em quaisquer condicBes estudadas. Comparando-se os resultados
obtidos no primeiro tempo em que foi detectada Lcc (72 h), ocorreu uma reducdo na
expressdo da mesma em MCL alcalino de 2,35, 3,42 e 3,57 vezes para as fontes de

carbono glicerol, sacarose e glicose, respectivamente.
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Figura 4.29. Expressdo da enzima Lcc da estirpe T. versicolor MUM 04.100 por RT-PCR,
determinada por analise densitométrica. Fontes de carbono analisadas: (1) glicose, (2) sacarose,
(3) glicerol, a valores de pH iniciais de 5,45 e 9,5.
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5.1. Selecéo de estirpes de Fpb na descoloracéo de corantes téxteis

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de determinar a capacidade de doze
estirpes de fungos da Fpb em descolorir 0 azo corante Reativo Preto 5 (RP5) em
condicdes restritivas de alcalinidade e salinidade.

Inicialmente as estirpes foram pré-adaptadas a diferentes concentracdes dos corantes
RP5 e PR478, sendo extensivamente avaliadas em MCS contendo os corantes RP5 e
PR78. O corante PR478 foi selecionado como composto modelo, por ser resistente a
degradacdo e possuir uma estrutura complexa semelhante a lignina (Moreira et al.,
2001; Moreira et al., 2004).

Definida a concentracdo limite dos corantes RP5 e PR478 que ndo causasse efeito
inibitorio no crescimento das estirpes, 0s microrganismos foram expostos a condi¢Bes
restritivas de alcalinidade e salinidade.

Os melhores resultados foram obtidos com diferentes estirpes de Trametes versicolor
mesmo em condicBes restritivas. Tais resultados estdo de acordo com diversos estudos
(Romero et al., 2006; Blanquez et al., 2007; Lucas et al., 2008; Casas et al., 2009;
Pazarlioglu et al., 2010; Youshuang et al., 2011) que descreveram a capacidade de
estirpes desta espécie de Fpb em descolorir diferentes classes de corantes.

A estirpe P. chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725) foi mantida no passo seguinte
dos experimentos, uma vez que é considerada um microrganismo de referéncia em
estudos de descoloracdo e degradacdo de corantes como anteriormente referido na
Secdo 1.3.2.

Os resultados obtidos em MCS reforcam relatos de trabalhos anteriores que definem
este método como simples e eficiente para a bioprospec¢do de fungos com novas
enzimas ligninoliticas de potencial aplicacdo industrial (Patrick et al., 2010)

5.2. Descoloracao de corantes téxteis em Erlenmeyers

A capacidade de T.versicolor MUM 94.04, MUM 04.100, MUM 04.101 e
P. chrysosporium MUM 94.15 em descolorir os corantes RP5 e PR478 foi avaliada em
condicBes similares as descritas aos efluentes da industria téxtil. A exposicdo destes
microrganismos aos dois corantes, nos ensaios iniciais, evidenciaram uma maior
capacidade dos fungos em descolorir o corante RP5 em comparacdo ao PR478. Dentre
alguns estudos descritos em literatura, Barrasa et al. (2009); Enayatizamir et al. (2009);
Enayatizamir et al. (2011) relatam a capacidade das estirpes de Fpb (Polyporus
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alveolares, Trametes pubescens, Phanerochaete chrysosporium) respectivamente,
descolorirem o corante RP5.

No presente estudo as estirpes T.versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100
apresentaram altas taxas de descoloracdo do corante RP5 em condicdes extremas de
alcalinidade, embora muitos estudos descritos na literatura destaquem melhores
resultados de descoloracdo em condi¢des cidas (Lu et al., 2007; Sharma et al., 2009;
Sukumar et al., 2009; Mazmanci e Unyayar, 2010; Vaithanomsat et al., 2010a;
Hadibarata et al., 2012), devido a uma maior estabilidade das enzimas ligninoliticas
envolvidas no processo de descoloracdo dos corantes.

Adicionalmente, novos ensaios foram realizados com as 4 estirpes de Fpb, utilizando-
se 0 corante RP5 em MCL alcalino e na presenca de diferentes concentraces de NaCl.
Nesta condigdes restritivas, as estirpes T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100
apresentaram as maiores taxas de descoloracdo. Em ambas etapas de estudo as maiores
atividades enzimaticas detectadas foram de Lcc. Estes resultados estdo de acordo com
estudos desenvolvidos por (Zille et al., 2003; Maalej-Kammoun et al., 2009; Birhanli e
Yesilada, 2010; Niebisch et al., 2010; Neto et al., 2011; Zhuo et al., 2011) que
descreveram a enzima Lcc sintetizada por diferentes Fbp, como a principal responsavel
pela descoloracéo de diferente classes de corantes.

Segundo Niebisch et al. (2010) a enzima Lcc putativa de baixo peso molecular obtida
do extrato sollvel da estirpe Lentinus crinitus I0C 4579, foi a responsavel pela
descoloracdo do corante Reativo Azul 220, apresentando uma boa tolerancia a
diferentes valores de pH e concentracbes de NaCl. Também, Neto et al. (2011)
avaliaram a capacidade de vinte e cinco estirpes de Fpb em descolorir o corante Reativo
Azul 19 em condigdes alcali-salinas. De acordo com os resultados obtidos, as estirpes
Pleurotus ostreatus (CCIBT2347), Peniophora cinerea (CCIBT2541) e Trametes villosa
(CCIBT2628) foram consideradas promissoras para a biodegradacgéo deste corante.

Outros resultados importantes e que corroboram com os dados acima apresentados
foram obtidos por Zhuo et al. (2011). Estes autores avaliaram a capacidade da estirpe
Ganoderma sp. em descolorir 4 diferentes corantes sintéticos e efluentes téxteis
simulados e reais. De acordo com os resultados obtidos, a principal enzima envolvida
no processo de descoloracédo foi a Lcc. A taxa de descoloracdo obtida no tratamento de
efluente téxtil real (caracterizado por altos valores de pH e concentracédo de sais em suas
composicdo) com a estirpe anteriormente referida, foi de 91,38 % em um prazo de 14

dias. Por outro lado, resultados contrarios foram apresentados por Maalej-Kammoun
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etal., (2009) que descreveram que 0,1 U-ml™ da enzima Lcc de Trametes sp. utilizada
em mistura de reacgéo foi suficiente para descolorir 97 % do corante Verde Malaquita na
concentracdo inicial de 50 mg:I?, entretanto, a enzima foi completamente inibida
guando exposta a concentracdo de 100 mM de NacCl.

Em outro estudo, conduzido por Zilly et al. (2011) foi constatada a inibicdo da enzima
Lcc sintetizada pela estirpe Ganoderma lucidum na presenca de NaCl, mesmo em
baixas concentracbes, embora 0 mesmo efeito ndo tenha ocorrido na presenga de
NaSO,. Neste estudo, os autores descrevem a capacidade da enzima em descolorir o
corante RBBR na presenca de 1,0 M de NaSO, e a 0,1 M de NaCl, onde obtiveram uma
taxa de 100 % e 50 %, respectivamente.

Observando-se os resultados apresentados na literatura, os dados obtidos no presente
estudo, indicam que as 4 estirpes selecionadas, apresentaram um comportamento
especifico em relacdo aos corantes selecionados e as condi¢6es do meio de cultura. As
estirpes T.versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 foram consideradas como
alternativas promissoras para a descoloracdo do efluente simulado alcali-salino.
Ressalta-se, contudo, a importancia da estratégia de pré-adaptar os microrganismos as
condicdes a que serdo expostos. Acrescenta-se ainda, que a descoloracdo dos corantes
avaliados foi dependente da atividade das enzimas envolvidas no processo de
descoloragdo, uma vez que ndo ocorreu adsorcao significativa dos corantes a biomassa
fangica.

A correlacdo positiva significativa entre as enzimas Lcc, LiP e GLOX e a
descoloracdo dos corantes selecionados para o estudo, demonstraram que estas enzimas
podem ter desempenhado um papel chave na descoloragdo destes corantes sintéticos.
Tal resultado ndo surpreeende dada a semelhanca estrutural dos corantes com as sub-
unidades da lignina, que sdo passiveis de transformacdo pela acdo das LMEs,

destacando-se as Lcc.

5.3. Utilizacao de células imobilizadas para descoloracéo de corantes

A imobilizacdo de T. versicolor MUM 04.100 nos suportes sintéticos espuma de
poliuretano (EPO) e esponja de “nylon” (EN), viabilizou a utilizagdo do microrganismo
por um maior periodo na descoloracdo de RP5 em condigdes restritivas.

O desempenho do microrganismo aderido aos dois suportes permitiu a remocéo do

corante por 6 e 7 ciclos para EPO e EN, respectivamente, em valores iguais ou
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superiores a 85 %, sinalizando a possivel utilizacdo deste microrganismo imobilizado
por um maior tempo e em maior escala.

Durante os Varios ciclos em que o microrganismo foi exposto ao corante observou-se
a sucessiva reducao da atividade das enzimas ligninoliticas envolvidas no processo de
descoloracdo. Nos ultimos ciclos fermentativos foi detectada apenas a atividade da Lcc.
Tais resultados sinalizam a enzima Lcc como a principal responsavel pela descoloracéo
de RP5, uma vez que nos controles ndo foram detectadas adsor¢des do corante. Deste
modo tornou-se necessaria uma maior investigacdo desta enzima na descoloracdo do
corante RPS.

Resultados semelhantes quanto a utilizacdo de Fpb imobilizados em diferentes
suportes sdo descritos por Park et al. (2006) e Enayatzamir et al. (2010) que relatam a
eficiéncia das estirpes Funalia trogii e P. chrysosporium imobilizadas em alginado de
sodio e célcio respectivamente, em descolorir diferentes corantes tais como Preto Acido
52, Violeta Direto 51, Reativo Preto 5 e Bismark Marrom R. Segundo Park et al.
(2006), a taxa de descoloracdo obtida com células imobilizadas de Funalia trogii foi
superior quando comparada a células livres. A descoloracdo manteve-se estavel nos
experimentos realizados em “batch ” por um periodo de tempo de pelo menos 300 h. Do
mesmo modo, Enayatzamir et al. (2010) descrevem melhores taxas de descoloracédo do
corantes estudados quando utilizou-se célula imobilizada podendo-se fazer a

reutilizacdo das mesmas por trés ciclos operados em “batch”.

5.4. Descoloracgdo de RP5 em reatores

O efeito das condicGes simuladas as caracteristicas dos efluentes téxteis para a
descoloracdo do RP5 foi estudado utilizando-se o Fpb T. versicolor MUM 04.100 em
diferentes reatores. Existem alguns estudos conduzidos em reatores com efluentes
téxteis simulados ou reais utilizando diferentes estirpes de Fpb (Nilsson et al., 2006;
Casieri et al., 2008; Anastasi et al., 2010; Novotny et al., 2011). Porém, a maioria
desses estudos ndo considera parametros peculiares as caracteristicas dos efluentes
téxteis tais como pH alcalino e presenca de sais ha composi¢do no meio de cultura de
estudo (Rodriguez Couto et al., 2006b; Zahmatkesh et al., 2010).

A estirpe T. versicolor assim como outrass Fpb, sdo alvo de muitos trabalhos onde se
avalia a capacidade destes microrganismos em descolorir uma diversidade de corantes

existentes na composicdo dos efluentes da inddstria téxtil. Neste ensaio foi possivel
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observar que o microrganismo foi capaz de suportar condi¢fes extremas de alcalinidade
e salinidade. Entretanto, ao contrario do que ocorreu nos ensaios em Erlenmeyers e
sistema continuo com retencdo de biomassa, no “fed-batch” o microrganismo foi
forcado a suportar o valor de pH definido, sendo que nos ensaios anteriormente
referidos ocorreu a rapida acidificagdo do MCL. Nestas condigdes, ocorreu a reducédo do
tempo de atividade da enzima Lcc.

As maiores atividades enzimaticas detectadas em ambos reatores estudados foram de
Lcc. A fonte de carbono glicerol induziu o microrganismo a uma maior atividade desta
enzima. Tais resultados estdo de acordo com estudos conduzidos por Rodriguez Couto
et al. (2006a) e Kumar et al. (2012).

5.5. Expressao génica de enzimas ligninolitica

De acordo com Font et al. (2003) o fungo T. versicolor pode produzir Lcc, MnP e
LiP. Mediante os resultados obtidos previamente em MCL e em reatores, onde se
detectou a presenca das enzimas ligninoliticas Lcc e LiP nas amostras analisadas,
realizou-se um estudo para verificar o nivel de expressdo génica destas enzimas em
MCL composto com diferentes fontes de carbono (co-substrato). Considerando-se
alguma interferéncia na deteccdo da atividade a MnP foram desenhados “primers”
especificos para a verificacdo de uma possivel expressao génica desta enzima, 0 mesmo
procedimento ocorreu para as enzimas LiP e Lcc. Contudo, apesar de tentativas
exaustivas para se detectar a expressdo génica das enzimas LiP e MnP, apenas Lcc foi
sequenciada.

Uma vez que a quantificacdo do RNA mensageiro é a principal forma de investigar a
expressdo de um gene especifico e baseando-se em relatos da literatura (Padmavathy et
al., 2003; Mendez-Paz et al., 2003; Mendez-Paz et al., 2005; Cing e Yesilada, 2004;
Rodriguez Couto et al., 2006a; Niebisch et al., 2010), que destacam o efeito indutor de
diferentes fontes de carbono na descoloracdo de corantes, um conjunto de ensaios
moleculares foi realizado. Duas técnicas foram aplicadas para a determinacdo da
expressao génica de Lcc, sendo a primeira feita pelo método tradicional Northen blot.
Inimeras tentativas para a obtengdo da expressdo génica de Lcc foram efetuadas, porém
néo foi possivel detectar qualquer sinal da expresséo da enzima relatada. Gonzélez et al.
(2003) descrevem que a utilizagdo desta tradicional técnica e limitada e dificil para os

fungos que tém a familia destes genes, porque a homologia entre 0s genes de uma
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familia complica a selecdo de sondas especificas. Para além disto, existem outras
limitacdes associadas a técnica, como a degradacdo ou reducdo da qualidade das
amostras de RNA durante a eletroforese, assim como possiveis problemas nas etapas
posteriores relacionadas a hibridizacdo, ocasionando uma menor sensibilidade de
deteccdo quando comparada a outras técnicas mais recentes.

Diante deste contexto, a técnica reacdo de transcriptase reversa de cadeia de
polimerase (RT-PCR) foi utilizada. Exceto nas primeiras 48 h de incubacgéo, o gene da
Lcc foi expresso em diferentes niveis no periodo compreendido entre 72 e 144 h, sendo
que os maiores valores obtidos ocorreram no periodo de 72 e 96 h, com posterior
reducdo ao longo do tempo de estudo. A estirpe T. versicolor MUM 04.100 apresentou
uma maior expressao desta enzima quando utilizado o glicerol como fonte de carbono,
seguida de sacarose e glicose. A fonte de carbono glicerol, também foi descrita como
um excelente indutor na sintese de Lcc para as estirpes Trametes hirsuta e Pleurotus
ostreatus em estudos conduzidos por Rodriguez Couto et al. (2006a) e Kumar et al.
(2012), respectivamente.

Segundo Baldrian (2006) as Lcc fangicas exibem tipicamente um pH 6timo em
condicdes acidas, contudo os resultados obtidos neste estudo indicaram que uma maior
expressao da enzima foi obtida em condigfes alcalinas. Resultados similares foram
obtidos por Zouari-Mechichi et al. (2006) e Michniewicz et al. (2006) com as estirpes
Trametes trogii, e Cerrena unicolor, onde a enzima Lcc apresentou estabilidade elevada

em valores de pH que variaram entre o neutro e alcalino.
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6.1. Conclusoes gerais

A metodologia aplicada e apresentada neste estudo, forneceu novas informagdes no
que diz respeito a selecdo e utilizacdo de Fpb no tratamento de efluentes téxteis. Foi
avaliada a capacidade, de doze estirpes de Fpb (Bjerkandera adusta MUM 99.04;
Fomes fomentarius MUM 04.102; Ganoderma applanatum MUM 04.103; Irpex lacteus
MUM 98.04, Phanerochaete chrysosporium MUM 94.15 e 95.01; Pleurotus ostreatus
MUM 94.08 e Trametes versicolor MUM 94.04; 04.100; 04.101; 04.104 e 04.105), para
descolorir os corantes RP5 e PR478. A pré-adaptacdo as condi¢Ges que simulam os
efluentes téxteis determinou um melhor desempenho das estirpes. As estirpes
T. versicolor MUM 94.04; 04.100; MUM 04.101 e P. chrysosporium MUM 94.15
apresentaram-se capazes de descolorir os corantes RP5 e PR478 em MCS alcalino.
Diante dos critérios adotados e comparando-se 0 desempenho destas estirpes, o melhor
conjunto de resultados ocorreu quando o corante RP5 foi utilizado. Em MCS alcali-
salino, na presenca do corante RP5, os melhores resultados de descoloracdo foram
restritos as estirpes T. versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100.

Os ensaios conduzidos em Erlenmeyers com as estirpes T. versicolor MUM 94.04,
MUM 04.100, MUM 04.101 e P. chrysosporium MUM 94.15 foram realizados nos
mesmos padrdes descritos para 0 MCS. Nas condicdes otimizadas em meio alcali-
salino, as estirpes T.versicolor MUM 94.04 e 04.100 suportaram as condicoes
restritivas a que foram expostas. A presenca dos corantes na composicdo do MCL
desencadeou um aumento no crescimento celular das estirpes avaliadas. Nestes ensaios
observou-se a relacdo intrinseca entre formacéo de biomassa e descoloracdo do corante,
muito embora ndo tenha ocorrido adsorcdo significativa, sendo possivel afirmar que o
principal mecanismo de descoloracéo utilizado pelos microrganismos foi enzimatico.

A Lcc foi a principal enzima ligninolitica sintetizada pelas estirpes de
T. versicolor MUM 94.04; 04.100 e 04.101. Enquanto que, para a estirpe
P. chrysosporium MUM 94.15 a principal enzima foi a LiP. A enzima Lcc, sintetizada
pela estirpe T. versicolor MUM 04.100, apresentou-se estavel perante variacfes de pH e
concentracdo de NaCl. Com a metodologia adotada neste conjunto de experimentos néo
foi detectada a atividade da enzima MnP nas estirpes selecionadas. Contudo, ndo se
pode afirmar que a mesma ndo tenha sido sintetizada, necessitando-se de uma maior

investigacao.
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A utilizacdo dos suportes sintéticos EPO e EN para a imobilizagdo da estirpe
T. versicolor MUM 04.100 proporcionou a formagao de biofilme aderido a superficie
do suporte, garantindo a estabilidade das colbnias e permitindo a manutencdo de uma
alta taxa de descoloracdo, por um periodo superior ao obtido com células livres. Do
ponto de vista econémico, a EPO apresenta vantagens devido, principalmente, ao baixo
custo quando comparada a EN.

As condicbes de operacdo utilizadas nos ensaios em reator continuo de leito fixo,
proporcionaram a manutencdo da viabilidade do microrganismo por um maior periodo.
De acordo com os resultados obtidos, a atividade da enzima Lcc neste tipo de reator
apresentou-se superior aos dados experimentais obtidos nos ensaios realizados em
Erlenmeyers. A insercdo da fonte de carbono glicerol, proporcionou um maior
incremento da atividade da enzima Lcc em comparacdo a sacarose, desencadeando o
aumento na taxa de descoloracao do corante RP5.

No estudo para avaliar o efeito indutor de diferentes fontes de carbono na expresséo
génica da enzima Lcc, os melhores resultados foram obtidos com glicerol, seguido de
sacarose e glicose. A otimizacdo dos parametros operacionais em reator de bancada
tornou-se necessdria, uma vez que a Vviabilidade do microrganismo reduziu
drasticamente devido ao rigido controle de pH. Nesta fase do estudo, pode-se considerar
que a principal enzima envolvida no processo de descoloracdo do corante RP5 foi Lcc,
visto que ndo foram detectadas atividades de outras enzimas.

A deteccdo da atividade de Lcc nas estirpes selecionadas pode auxiliar no
desenvolvimento de novos estudos para o tratamento de efluentes téxteis e também

outros setores industriais.

6.2. Perspectivas futuras

Com base nos resultados obtidos neste estudo, os esforcos devem agora ser feitos para
avaliar a capacidade de T. versicolor MUM 04.100 para 0s seguintes pontos:
= capacidade de descoloragdo de T.versicolor em efluentes téxteis reais
utilizando-se células livres e imobilizadas em suportes sintéticos e naturais;
= utilizacdo de fontes de carbono facilmente disponiveis e de baixo custo, como
substituinte da sacarose;
= utilizacdo do extrato enzimatico e também imobilizar a enzima comparando as

taxas de descoloracdo e também se avaliando a relagéo o custo/beneficio;
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= caracterizagdo dos produtos intermediarios produzidos durante a
descoloracdo/degradacéo do corantes;

= utilizacdo da técnica de espectrometria de massa (MALDI-TOF), para
confirmacgédo do peso molecular da Lcc e demais enzimas ligninoliticas, para
efeito comparativo com os resultados obtidos com técnicas moleculares.

= inclusdo de testes de toxicidade.

Perante todas as possibilidades apresentadas, existem nesta area de trabalho muitas

opcdes para o desenvolvimento futuro destes ensaios.
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