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RESUMO

Estima-se que o processamento téxtil tem contaminado os ecossistemas aquaticos, sendo
20% de residuos de tingimento perdidos durante o processo, e até 50% da concentracao
inicial de corantes reativos, descarregada no banho de tingimento. O descarte desses
residuos tém trazido impactos drasticos ao meio ambiente a longo prazo, a
biotransformacdo desses corantes pode ser responsavel pela formacdo de aminas,
benzidinas e outros intermediarios com potencialidade carcinogénica. Com isso, a pesquisa
sobre a utilizacao de enzimas provenientes de microrganismos ou plantas no tratamento de
efluentes e na remocdo de poluentes organicos, tem se mostrado uma alternativa
promissora devido ao seu apelo ecoldgico, atuando como redutores da carga de residuos
para o sistema de tratamento biolégico. A lacase é uma das principais enzimas utilizadas
nesse processo, pois oxidam fenodis e estruturas ligninoliticas fendlicas pela abstracédo de
um elétron com formacéao de radicais que podem repolimerizar ou levar a despolimerizacao.
Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito biodegradativo da enzima lacase sobre o
corante Remazol Brilliant Blue. A lacase foi produzida pelo fungo Pycnoporus sanguineus,
obtido na natureza, isolado para obten¢do da enzima. Discos de micélios formados foram
colocados em placas de Petri contendo meio 4gar batata dextrose juntamente com 0,01%
do corante, observando uma significativa descoloracédo do corante. Trabalhos posteriores
deveréo ser realizados para certificar a descoloracédo, bem como a taxonomia do fungo para

definicao da espécie.

Palavras-chave: potencialidade carcinogénica; residuos de tingimento; repolimerizar.



ABSTRACT

It is estimated that textile processing has contaminated aquatic ecosystems, with 20% of
dye residues lost during the process, and up to 50% of the initial concentration of reactive
dyes, discharged in the dyebath. The disposal of these wastes has brought drastic impacts
to the environment in the long term, the biotransformation of these dyes can be responsible
for the formation of amines, benzidines and other intermediates with carcinogenic potential.
Thus, the research on the use of enzymes from microorganisms or plants in the treatment
of effluents and the removal of organic pollutants has shown to be a promising alternative
due to its ecological appeal, acting as reducing the waste load to the treatment system
biological. Laccase is one of the main enzymes used in this process, because they oxidize
phenols and phenolic ligninolytic structures by the abstraction of an electron with formation
of radicals that can repolymerize or lead to depolymerization. This work aims to analyze the
biodegradation effect of laccase enzyme on Remazol Brilliant Blue dye. The laccase was
produced by the fungus Pycnoporus sanguineus, obtained in nature, isolated to obtain the
enzyme without contaminants. Discs of formed mycelia were placed in Petri dishes
containing potato dextrose agar medium along with 0.01% of the dye, observing a significant
discoloration of the dye. Subsequent work should be performed to certify the discoloration

as well as the taxonomy of the fungus to define the species.

Keywords: carcinogenic potential; waste dyeing; repolymerize.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o0 nivel de compostos xenobidticos nos ecossistemas aquéticos tem
aumentado de forma alarmante, como resultado da atividade antropogénica sobre o meio
ambiente. Neste contexto, o setor téxtil apresenta destaque, uma vez que o efluente gerado
pela industria deste segmento é classificado como o mais poluidor entre os setores
industriais. Os processos téxteis sdo grandes consumidores de agua e de corantes
sintéticos, geradores de efluentes com intensa coloragéo e ricos em compostos organicos,
aliado ao teor de sais inorgancicos. Estima-se que aproximadamente 20% da carga de
corantes seja perdido nos residuos de tingimento durante o processamento téxtil, enquanto,
para os corantes reativos, até 50% da concentracgdo inicial do corante é descarregada no
banho de tingimento (AZMI; BANERLLE, 2001).

A quantidade exata de corantes produzidos e de corantes despejados no meio ambiente &
desconhecida, mas estima-se uma producdo mundial de 10.000 t/ano, enquanto as perdas
s&o de 1% na producdo e de 1% a 10% na aplicacdo (FORGACS; CSERHATI; OROS,
2004). Uma pequena quantidade de corante (10 a 50 mg/L!) é bastante visivel e afeta a
estética, a transparéncia e a solubilidade de gases em corpos aquaticos (SPONZA,; ISIK,
2004).

Véarios métodos fisicos e quimicos, sdo empregados para o tratamento de efluentes
contaminados. Alguns desses processo tem custo elevado e nem sempre € eficiente no
tratamento de efluentes que apresentam corantes em sua composi¢do. Muitas enzimas,
sdo responsaveis pela degradacédo de varios poluentes organicos. A utilizacdo de enzimas
provenientes de microorganismos ou plantas no tratamento de efluentes e na remocao de
poluentes organicos mostra-se uma alternativa promissora devido ao seu apelo ecolégico.
Empregados como tratamento primario, 0s processos enzimaticos atuariam reduzindo a
carga para o sistema de tratamento biol6gico (BARR, AUST, 1994 a; b; POINTING, 2001).

As lacases sdo consideradas verdadeiras fenoloxidases e oxidam fendis e estruturas
ligninoliticas fendlicas pela abstracdo de um elétron com formacéo de radicais que podem
repolimerizar ou levar a despolimerizacdo (HIGUCHI, 1989). Alguns fungos,

aparentemente, apresentam os dois tipos de exoenzimas (peroxidases e lacases) enquanto
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outros podem ter um ou o outro tipo (TUOR, WINTERHALTER, FIECHTER, 1995;
HOFRICHTER, 2002).

As lacases sdo enzimas que catalisa uma grande variedade de substratos organicos e
inorganicos incluindo mono-, di- e polifendis, aminofendis, metoxifendis e aminas
aromaticas com concomitante reducdo de oxigénio para agua. As lacases vém sendo
estudadas para varias aplicagbes biotecnoldgicas, tais como a biotransformacédo de
xenobidticos e efluentes industriais, a descoloracao de corantes, a biorremediac&o de solos
contaminados, a producao de bioetanol, a clarificacdo de vinhos e chas e a producao de
biossensores (DURAN, 2002; MORENO, IBARRA, FERNANDEZ, 2012; PLACIDO, IMAM,
CAPAREDA, 2013)

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar da decomposicao do corante usado

nas industrias téxteis utilizando a enzima lacase produzida por fungos.
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2. CORANTES

2.1. DEFINICAO

Os corantes sintéticos sdo extensivamente usados em muitas industrias incluindo a téxtil,

a de papel, tipografias, cosméticas e farmacéuticas (MURUGESAN et al., 2007).

Calcula-se que, aproximadamente, 800.000 toneladas/ano de corantes sao utilizados pelas
indastrias e estima-se que 10 a 15% dos corantes ndo se fixam as fibras, sendo liberados
durante o processo de tingimento (PALMIERI, CENNAMO, SANNIA, 2005; MURUGESAN
et al., 2007).

As industrias téxteis consomem grandes volumes de agua (tipicamente 200 — 400L s&o
necessarios para produzir 1 kg de tecido) e produtos quimicos durante 0s processos téxteis
a Umido. Os produtos quimicos utilizados neste ramo compreendem compostos
inorganicos, polimeros e produtos organicos. Os corantes téxteis mais utilizados sdo os
corantes acidos, basicos, dispersos, azos, diazos, baseados em antraquinona e corantes
de metais complexos (PERUZZO, 2003).

Na industria téxtil o processo de tingimento € um dos fatores fundamentais no sucesso
comercial dos produtos. Além da padronizacao e beleza da cor, o consumidor normalmente
exige algumas caracteristicas basicas do produto como elevado grau de fixacdo em relagcéo
a luz, além de lavagem e transpiracdo, tanto inicialmente quanto ap6s o uso prolongado.
Para garantir essas propriedades, as substancias que conferem coloracéo a fibra devem
apresentar alta afinidade, uniformidade na coloracdo, resisténcia aos agentes
desencadeadores do desbotamento e ainda apresentarem-se viaveis economicamente
(GUARATINI, ZANONI, 2000; VAZOLLER, 2002; DULLIUS, 2004).

Kunz, Peralta e Moraes (2002) afirmam que, muitas industrias, além da téxtil, como de tintas
e papéis utilizam-se de corantes além de um grande volume de agua, gerando uma
guantidade consideravel de agua residual colorida. Em virtude disto, os efluentes
despejados tém sido cada vez mais estudados devido a problemas ambientais gerados. Os
autores citam também que a contaminacdo da agua provoca, além da poluicdo visual,
alteracbes em ciclos bioldgicos afetando principalmente processos de fotossintese. Além
disso, estudos tém demonstrado que algumas classes de corantes podem ser

carcinogénicos e/ou mutagénicos.
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2.2. ORIGEM DOS CORANTES

A tintura de tecidos € uma arte que comecou ha milhares de anos e a disponibilidade
comercial de corantes € enorme. Ndo se sabe a origem inicial do uso dos primeiros
corantes, sabe-se apenas que ha indicacdes de seu uso pelo homem desde os primordios
das antigas civilizagbes, através de pesquisas feitas em amostra de tecidos de tumbas
egipcias e antigos hierdglifos datados de 2.500 a.C, sendo detectado presenca dos
mesmos em tais amostras (VAZOLLER, 2002; DULLIUS, 2004).

Em virtude desta demanda, varios milhdes de compostos quimicos coloridos tém sido
sintetizados nos ultimos 100 anos, dos quais cerca de 10.000 s&o produzidos em escala
industrial. Entretanto, estimam-se que atualmente 2.000 tipos de corantes estdo disponiveis
para a industria téxtil (ZOLLINGER, 1991). Essa diversidade € justificada, uma vez que
cada tipo de fibra a ser colorida requer corantes com caracteristicas proprias e bem
definidas (VAZOLLER, 2002; DULLIUS, 2004).

A tecnologia no tingimento consiste de duzias de etapas que sé@o escolhidas de acordo com
a natureza da fibra téxtil, caracteristicas estruturais, classificacdo e disponibilidade do
corante para aplicacéo, propriedades de fixacdo compativeis com o destino do material a
ser tingido, consideracdes econdmicas e muitas outras (ZOLLIGER, 1991; ABRAHANT,
1977).

2.3. CLASSIFICACAO

Os principais grupos de corantes sdo classificados pelo modo de fixacdo ou pela sua
estrutura quimica de acordo com Abrahant (1977) e Venkataraman (1974) tendo
compilacdo de Guaratini e Zanoni (2000), e estdo mostrados a seguir.

2.3.1. Corantes a Cuba

E uma grande e importante classe de corantes baseada nos indigos, tioindigdides e
antraquindides. Eles s&o aplicados principalmente no tingimento de algodao e fibras
celulésicas, sendo praticamente insollveis em agua. Embora, devido as suas excelentes

propriedades de fixagcdo, outros materiais também tém sido utilizados.
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Durante o processo de tintura eles sdo reduzidos com ditionito, em solucdo alcalina,
transformando-se em um composto soluvel (leuco). Entretanto, como a produgédo quimica
de hidrossulfito de so6dio pode causar problemas ecoldgicos, o custo desta classe de

corantes tem sido bastante alto.

2.3.2. Corantes Acidos (anidnico)

O termo corante acido corresponde a um grande grupo de corantes aniénicos portadores
de um a trés grupos sulfénicos. Estes grupos substituintes ionizaveis tornam o corante
solavel em agua, e tém vital importancia no método de aplicacdo do corante em fibras
proteicas (14, seda) e em fibras de poliamida sintética. No processo de tintura, o corante
previamente neutralizado (solucdo contendo cloreto, acetato, hidrogenossulfato, etc.) se
liga a fibra através de uma troca i6nica envolvendo o par de elétrons livres dos grupos amino

e carboxilato das fibras proteicas, na forma nao-protonada.

2.3.3. Corantes Azdbicos

Sao compostos coloridos, insollveis em agua, que séo realmente sintetizados sobre a fibra
durante o processo de tingimento. Nesse processo a fibra € impregnada com um composto
solavel em &gua, conhecido como agente de acoplamento que apresenta alta afinidade por
celulose. A adicdo de um sal de diazénio (RN2*) provoca uma reagdo com o agente de
acoplamento ja fixado na fibra e produz um corante insolivel em 4gua com alto padréo de
fixacdo e alta resisténcia contra luz e umidade. A Figura 1 mostra a formula estrutural de

um corante azo.

R N=N R
HO
H,N

R N=N R

Figura 1- Estrutura quimica de um azo corante
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2.3.4. Corantes Branqueadores

As fibras téxteis no estado bruto apresentam como caracteristica uma aparéncia amarelada
por absorver luz particularmente na faixa de baixo comprimento de onda. A diminuicao
dessa tonalidade tem sido diminuida na industria ou na lavanderia pela oxidagéo da fibra
com alvejantes quimicos ou utilizando os corantes brancos também denominados de

branqueadores 6pticos ou mesmo branqueadores fluorescentes.

2.3.5. Corantes de Enxofre

E uma classe de corantes que apds a aplicacdo se caracterizam por cCompostos
macromoleculares com pontes de polissulfetos, os quais séo altamente insolUveis em agua.
Estes compostos tém sido utilizados principalmente na tintura de fibras celuldsicas,
apresentando boa fixacdo. Entretanto, estes corantes usualmente apresentam residuos

altamente téxicos como sulfetos, diminuindo seu uso.

2.3.6. Corantes Diretos

Este grupo de corantes caracteriza-se como compostos sollUveis em agua capazes de tingir
fibras de celulose (algodéo, viscose, etc.) através de interagdes de Van der Waals. A grande
vantagem desta classe de corantes é o alto grau de exaustdo durante a aplicacédo e
consequente diminuicdo do conteldo do corante nas aguas de rejeito. O que causa esse
efeito é o fato de sua estrutura molecular ser estreita e plana, o que facilita o alinhamento

com as fibras planas da celulose.

2.3.7. Corantes Dispersivos

Constitui uma classe de corantes insolUveis em agua aplicados em fibras de celulose e
outras fibrassintéticascomo nylon, poliéster e poliacrilonitrila. Durante o processo de tintura,
o corante sofre hidrolise e a forma originalmente insoluvel é lentamente precipitada na

forma dispersa sobre o substrato textil.
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2.3.8. Corantes Pré-Metalizados

S&o Uteis principalmente para tintura de fibras protéicas e poliamida. Os corantes sao
caracterizados pela presenca de um grupo hidroxila ou carboxila na posicao orto em relagéo
ao cromoforo azo, permitindo a formacdo de complexos com ions metalicos. A
desvantagem ecoldgica deste tipo de corante esti associada ao alto conteado de metal

(cromo) nas aguas de rejeito.

2.3.9. Corantes Reativos

Sao corantes contendo um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar ligacdo covalente
com grupos hidroxila das fibras celuldsicas, com grupos amino, hidroxila e tidis das fibras

proteicas e também com grupos amino das poliamidas.

Este grupo de corantes apresenta como caracteristica uma alta solubilidade em agua e o
estabelecimento de uma ligacao covalente entre o corante e a fibra, cuja ligacdo confere
maior estabilidade na cor do tecido tingido quando comparado a outros tipos de corante em

gue o processo de coloracao se opera através de ligacdes de maior intensidade.

2.4. TOXICIDADE DOS CORANTES

Guaratini e Zanoni (2000) afirmam que os corantes sdo altamente detectaveis a olho nu,
sendo visiveis em alguns casos em concentracdes tdo baixas quanto 1 ppm (1mg/L). A
remocao desses compostos € um grande problema visto que os corantes ndo pertencem a
uma mesma classe de compostos quimicos, mas englobam diversas substancias com
grupos funcionais diferentes. Com variedades na reatividade, na solubilidade, na
volatilidade, estabilidade, etc.; assim sendo, requerem métodos especificos para a
identificagdo, quantificacdo e degradacdo. A Figura 2 mostra uma agua colorida com o

corante Remazol brillant blue.
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Figura 2 - Corante Remazol brillant blue em
concentracdo de 2ppm na agua

2.4.1. Meio ambiente

Devido a estimativa da producdo mundial de corantes ser de aproximadamente 15%
descartada no meio ambiente durante seu processamento, sintese ou aplicacdo, ha uma
preocupacdo muito grande em relacdo ao meio ambiente. (CLARKE, ANLIKER, 1980;
WEBER, STICKNEY, 1993; ZOLLINGER, 1991).

Esse descarte chega a representar cerca de 1,2 ton por dia de langcamento dessa classe de
compostos diretamente para o meio-ambiente, tendo como principal fonte desta perda a
fixacdo incompleta dos corantes, chegando a uma quantidade que varia entre 10% a 20%
de compostos que néo se fixam no tecido durante a etapa de tingimento das fibras téxteis,

e que acabam sendo langados nos efluentes (ANLIKER, 1978).

Por conta destes problemas, nos ultimos anos, regulamentagfes rigorosas tém sido
estabelecidas em muitos paises referentes ao descarte de efluentes coloridos. A legislacdo
governamental esta se tornando cada vez mais rigorosa, especialmente nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, no que diz respeito a remocao de cor dos efluentes

industriais. A aplicacdo desta lei continuara a assegurar que industrias téxteis e de outros
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corantes tratem seus efluentes para que se ajustem aos padrdes requeridos, minimizando
o impacto ambiental (ANJANEYULU, CHARY, RAJ, 2005).

2.4.2. Aspectos Toxicologicos

Os riscos toxicolégicos de corantes sintéticos a salude humana estdo intrinsecamente
relacionados ao modo e tempo de exposicéo, ingestao oral, sensibilizacdo da pele e das
vias respiratorias (CLARKE, STEINLE, 1995).

A analise do grau de toxicidade oral de corantes, medido através de 50% da dose letal
(LDso) tem demonstrado que apenas um numero reduzido de corantes pode apresentar
toxicidade aguda (LDso < 5g/Kg) e sdo encontrados particularmente nos corantes bis-azo e
catibnicos (ANLIKER, 1979; CLARLE, ANLIKER, 1980; 1984).

Estudos biocinéticos tém mostrado evidéncias de que corantes azo solUveis em agua, se
oralmente administrados, sdao metabolizados na microflora intestinal e excretados mais
rapidamente do que os compostos menos sollveis (CLARLE, ANLIKER, 1984; CLARLE,
STEINLE, 1995).

Por outro lado, os corantes insollveis em agua poderiam ser biodegradados no figado,
formando conjugados sollveis em agua que seriam entdo transportados para o intestino e
sujeitos a reducdes por bactérias da flora normal. Assim, existe grande possibilidade de
gue nem o0 corante ou seus metabolitos mostre potencial bioacumulador. Entretanto, os
riscos cronicos destes tipos de corantes e intermediarios levam em consideracdo suas
propriedades carcinogénicas e mutagénicas (CLARLE, STEINLE, 1995; HUNGER, 1994;
JUNG, 1992).

Nesta classe de corantes, 0 grupo que tem atraido maior atencdo tem sido os corantes
contendo a fungcédo azo-aroméatico como croméforo, os quais constituem o maior grupo de
corantes organicos produzidos mundialmente. A biotransformacdo destes corantes pode
ser responsavel pela formacdo de aminas, benzidinas e outros intermediarios com
potencialidade carcinogénica. Destes, pelo menos 3.000 corantes azo comerciais foram
catalogados como cancerigenos e nao tém sido mais produzidos por fabricantes
responsaveis (CLARLE, STEINLE, 1995; GUARATINI; ZANONI, 2000).

Entretanto, Clarke e Steinle mostram que devido a problemas econdmicos, paises menos

desenvolvidos como Brasil, México, india e Argentina, ndo tém cessado completamente a
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producdo de alguns corantes a base de benzidinas (e.g. Congo Red 14) de grande

potencialidade econdmica.

Adicionalmente, a exposicdo destes corantes a pele e/ou ao sistema respiratorio também
pode ser uma rota perigosa, pela qual se pode absorver estas substancias e promover
sensibilizac@o da pele ou das vias respiratorias (CLARLE, ANLIKER, 1984; HAUSEN, 1993;
KLASCHKA, 1994)

Os efeitos mais preocupantes no primeiro caso concernem a processos de dermatites de
contato causadas por certos corantes néo incorporados totalmente a fibra, comprometendo
principalmente os consumidores que mantém grande proximidade entre o tecido tinto e
zonas da pele sujeitas a transpiragcdo. Um exemplo deste tipo de reacdo frequentemente
encontrada baseia-se nos casos de corantes do tipo disperso em que a particula encontra-
se adsorvida sobre a fibra (HAUSEN, 1993)

De um modo geral, o nivel de risco a populacdo parece ser pequeno quando comparado a
ingestédo oral destes compostos. A manifestacao clinica do estado de alergia respiratéria ao
corante comumente aparece por sintomas de asma e rinites alérgicas. Diversos exemplos
de sensibilidade deste tipo tem sido resultado da exposi¢cdo a corantes do tipo reativo
(ESTLANDER, 1988; NILSSON, 1993).

2.4.3. Aspectos Ecoldgicos

Efluentes provenientes da indulstria de corante ou de processos envolvendo tingimento
téxtil, ndo tratados convenientemente, antes de serem lancados em aguas naturais,
capazes de atingir reservatorios e estacdes de tratamento de agua sao a preocupacao
ecoldgica mais emergente. Deste modo, corantes altamente insolGveis que requerem uma
baixa solubilidade no processo de aplicagcéo, apresentam menor biodisponibilidade do que
outros corantes contendo grupos sulfénicos, 0os quais aumentam a solubilidade, embora
apresentem residuos toxicos na agua de lavagem devido a menor fixacdo (ANJANEYULU,
CHARY, RAJ, 2005).

A abundéancia de normas e regulamenta¢cfes desenvolvidas ao longo dos anos para
controle de rejeitos coloridos tem criado um grande impacto na industria de corantes e seus
correlatos, além de ter criado grande confusdo aos consumidores. (WEBER, STICKNEY,
1993).
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Devido a alta diluicdo, poucos corantes solUveis poderiam causar efeitos ecoldgicos agudos
em concentracdes em que ndo sejam visiveis a olho nu. No entanto, dependendo do tipo
de corante e do modo de aplicacdo requerido, a etapa final da tintura pode contribuir
significativamente no lancamento de rejeitos de diversas substancias quimicas com
composicdo variavel (corante, umectante, antiespumante, eletrélitos, dispersantes, etc.)
utilizadas nas etapas de montagem e fixacdo (COOPER, 1993; BECKMANN, SEWEKOW,
1991).

Algumas classe de corantes caracteriza-se por apresentar grupos quimicamente ativos
capazes de reagir covalentemente com celulose na industria téxtil, porém esta reacédo é
estendida na bioquimica para purificacdo de proteinas por comprovada reagdo com
moléculas biologicamente importantes (ABETA, YOSHIDA, IMADA, 1984).

Deste modo, residuos deste corante poderiam ser altamente nocivos quando presentes em
gualquer organismo vivo. A inativacao deste rejeitos normalmente € realizada através de
reacdes de hidrélise de seus grupos funcionais, que torna o corante quimicamente inerte.
Estes compostos, nesta forma, ndo apresentam alta estabilidade hidrolitica em meio neutro,
permitindo um tempo de vida de 50 anos em ambientes aquaticos, causando expressiva
preocupacdo quanto aos aspectos ecoldgicos (MATSUI, SHIBATA, TAKASE, 1984;
WEBER, STICKNEY, 1993).

2.5. TECNICAS DE TRATAMENTO DOS EFLUENTES

Dentro do contexto dos processos de degradacao, cabe aos processos biolégicos um lugar
de destaque, principalmente em funcéo da relativa facilidade encontrada na implementacao
de sistemas que operem em grande escala e pela eficiéncia destes processos (DULLIUS,
2004).

As solugdes para o tratamento dos efluentes industriais podem ser encontradas atraves da
utilizagdo dos processos bioldgicos associados, em alguns casos, aosS pProcessos
comumente aplicados (quimicos e fisico-quimicos). A titulo de exemplo, temos o caso da
aplicacdo in situ de microrganismos especializados, que séo técnicas que degradam e/ou
transformam as substancias quimicas sintéticas e toxicas despejadas nos corpos d’agua
(DULLIUS, 2004).
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Os corantes sintéticos, sdo em sua maioria xenobidticos, ou seja, 0s sistemas naturais de
microrganismos em rios e lagos ndo contém enzimas especificas para a degradacao deste
tipo de composto sob condi¢cBes aerdbicas e sob condicbes anaerdbicas a degradacéo do
corante se processa muito lentamente (OGAWA et al. 1986 e GUARANTINI, ZANONI,
2000).

Kunz, Peralta e Moraes (2002), comentaram sobre os limites das técnicas de tratamento de
efluentes baseadas nos processos fisico-quimicos como a floculagdo combinadas com
técnicas com flotacdo, eletroflotacdo, eletrocoagulacédo eletrocinética, eletrooxidacdo e

ozonizacgao, quando comparadas com 0s processos bioldgicos de degradacéo.

Fungos de podridao branca sdo bem conhecidos por sua notavel capacidade extracelular
para produzir enzimas oxidativas (lacase, lignina peroxidase-LIP, manganés peroxidase-
MnP), que estdo envolvidas na degradacdo de varios corantes (ERKUT, UNYAYAR,
KUMBUR, 2007). Entre os processos usados no tratamento de efluentes, pode-se citar:

2.5.1. Floculacéo

Na floculacdo ocorre a agregacédo das particulas em suspensédo, em funcéo das forcas de
Van Der Waals. A formacgéao dos flocos pode ocorrer de maneira espontanea, apenas pelos
sucessivos choques entre as varias particulas presentes, desde que o sistema possua
energia disponivel para tal, decorrente da agitacdo dele. No entanto, uma agitacdo muito
intensa pode fazer com que os flocos formados se desagreguem espontaneamente
(PAULA, 2004).

2.5.2. Flotacéo

A flotacdo é um processo de separacdo solido-liquido onde as particulas presentes na
suspensao sao recuperadas pela adesédo das mesmas a bolhas de gas (geralmente ar). Ao
contrario do que ocorre na sedimentacdo gravitacional, o agregado (definido como
agregado bolha-particula) possui densidade menor que a densidade da suspenséo. Este

agregado ascende na fase aguosa permitindo assim a sua separacao (EDAZWALD, 2010).
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2.5.3. Eletroflotacéo

A eletroflotacdo flota os poluentes para a superficie da agua por bolhas de hidrogénio e
oxigénio geradas pela eletrélise da dgua. Uma corrente baixa produz uma densidade baixa
de bolhas, conduzindo as baixas condi¢cdes ascendentes de fluxo — o que favorece a
sedimentacdo sobre a flotacdo. Assim que a corrente é aumentada, a densidade de bolhas
aumenta resultando um fluxo ascendente maior e assim uma remocao mais provavel por
flotacdo (WIMMER, 2008).

2.5.4. Eletrocoagulacéo

Neste processo, um potencial € aplicado aos anodos do metal, que causam reacdes
separadas de dissolucdo da placa metalica, formando ions que € hidrolisado quase
imediatamente ao hidroxido polimérico do material metalico, e hidrdlise da agua. Estes
hidréxidos poliméricos sao agentes coagulantes excelentes (MOLLAH, et al., 2004).

A coagulacdo ocorre quando cations do metal combinam-se com as particulas negativas
carregadas para o anodo pelo movimento eletroforético. Ao invés da adicdo de produtos
guimicos coagulantes como no processo convencional de coagulagdo, estes agentes
coagulantes sdo gerados in situ. Essa técnica pode ser convenientemente usada nas areas
rurais onde a eletricidade néo esta disponivel, desde que um painel solar unido a unidade

seja suficiente para realizar o processo (MOLLAH, 2001).

2.5.5. Eletrooxidacao

No processo de oxidacdo eletroquimica, as moléculas de materiais organicos se
decompdem em produtos como diéxido de carbono, agua, aménia e outros. No caso de
degradacdo incompleta da molécula, resulta na formacdo de produtos organicos mais
simples, ndo toxicos ou menos toxicos, os quais podem ser degradados pelo uso de outras

metodologias de tratamento do efluente, como oxidagé&o biologica (WIMMER, 2008).

Os poluentes séo destruidos tanto por processo de oxidacdo direto, onde a molécula é
primeiramente adsorvida na superficie do anodo e entdo degradada pela reagdo de

transferéncia de elétron anodica, ou indireto, que degrada em solucdo pela reacdo de
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oxidacdo do intermediario reativo gerado, que podem ser oxidantes fortes tais como
hipoclorito/cloro, 0zonio, peréxido de hidrogénio (MONEGO, 2007; WIMMER, 2008).

Os eletrodos e a configuracdo geométrica das células séo construidos de forma a minimizar
as perdas de energia devido a distribuicdo ineficiente de corrente e reacdes paralelas.
Esses processos podem tratar muitos poluentes e em quantidades de microlitros para
milhdes de litros (SALES, 2014).

No processo eletrolitico, o desprendimento de oxigénio ocorre simultaneamente, e a
oxidacao indireta € 0 processo que promove maior transferéncia de atomos de oxigénio
para o material que deve ser oxidado. Ocorre a formagéo de radicais hidroxilas, que
adsorvem fisicamente na superficie do eletrodo (GOMES, 2009).

2.5.6. Ozonizacdao fotocatalitica

Consiste na combinacédo das técnicas de fotocatalise e ozonizacdo. O efeito sinergético
ocorre entre os dois métodos, onde os elétrons fotogerados podem reagir com as moléculas
de ozbnio gerando radicais oxidantes, responsaveis pela degradacdo das moléculas
organicas, 0 que consequentemente resulta em uma alta eficiéncia de degradacédo de

compostos organicos (MOREIRA et al., 2016).

2.5.7. Processos Oxidativos Avancados (POA)

Estes processos se baseiam na formacao de radicais hidroxila de alto poder oxidante. Os
radicais hidroxila tém vida curta e podem ser obtidos a partir de oxidantes fortes, como
peréxido de hidrogénio (H202) e ozbnio (03), combinados ou ndo com radiacao.
Representa uma alternativa simples e eficiente para descoloracdo de corantes reativos
(GUIMARAES, 2000).

Ainda séo poucos o0s estudos de aplicacdo em grande escala no tratamento de efluentes
industriais. A modelagem fenomenoldgica do tratamento de efluentes atraves de processos
POA’s é muito complexa devido ao uso de equagbes de balangco de energia radiante,
distribuicdo espacial da radiacéo absorvida, transferéncia de massa e aos mecanismos de
degradacdo fotoquimicos ou fotocataliticos envolvendo espécies de radicais (DIAS, et. al.,
2013).
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2.5.8. Eletrocinética

Em principio, as técnicas eletrocinéticas sdo passiveis de aplicacdo em qualquer meio
permeavel humidificado, onde o contaminante a ser removido, é do tipo inorganico,
organico ou organometalico, adsorvidos ou ndo sob superficies solidas, ou de espécies
carregadas (ibnicas) e nao carregadas (polar e ndo polar) em solugédo (DENISQOV, et al.,
1996).
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3. LACASE

3.1. DEFINICAO

A lacase € uma enzima pertencente ao grupo das oxidases que catalisa a oxidacao de
compostos fendélicos e aminas aromaticas. Tem sido utilizada em tratamentos biolégicos de

efluentes contaminados por corantes quimicos (REVANKAR, LELE, 2007).

De acordo com Couto e Herrera (2006), € uma glicoproteina que geralmente contém quatro
atomos de cobre por monémero, sendo que essa enzima catalisa a oxidagdo de orto e
parafenol, aminofenol, polifenol, poliaminas, ligninas e aril diaminas, bem como alguns ions
inorganicos.

As lacases tém sido encontradas em muitos fungos, insetos, bactérias e plantas superiores
e estao sujeitas a muitas pesquisas para uma ampla variedade de aplicacdes devido a sua
baixa especificidade (CAVALLAZZI, OLIVEIRA, KASUYA, 2004). A estrutura da enzima

lacase é mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura em 3D da
enzima lacase

3.2. APLICACOES

De acordo com Couto e Herrera (2006), podemos citar varias aplicacdes para a lacase nas

industrias de alimentos, para melhorar ou modificar a aparéncia do alimento ou bebida, ja
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gue elimina compostos fendlicos responsaveis pelo escurecimento, turbidez de sucos de

frutas, cervejas e vinhos.

Na industria de papel tem sido empregada na separacéo e degradacao da lignina da polpa
da madeira, substituindo procedimentos convencionais e poluentes, pois pré-tratamentos
da polpa com enzimas lignoliticas poderiam melhorar as estratégias de deslignificacdo. A
capacidade das lacases para formar radicais reativos na lignina poderia também ser usada
na modificacdo das fibras da madeira (COUTO, HERRERA, 2006).

Na industria téxtil, mais de 100.000 diferentes tipos de corantes tem gerado 7x10° toneladas
de efluentes e residuos anualmente. Devido a sua estrutura quimica ser resistente a luz, a
agua e diferentes produtos quimicos, sua descoloracdo se torna mais dificil (COUTO,
HERRERA, 2006).

LegislacBes governamentais tém exigido das inddstrias téxteis a remocao dos corantes dos
efluentes, considerando que muitos desses corantes sao conhecidos carcinogénicos, tais
como benzidinas e outros compostos aromaticos. Muitos dos processos de tratamento tém
sido ineficientes e ndo econdmicos. Entretanto o desenvolvimento de processos de
tratamento baseados no uso de lacases tem sido uma solucdo atrativa devido ao seu
potencial de degradacdo de corantes com diferentes estruturas quimicas incluindo os
corantes sintéticos, correntemente empregados nas industrias (COUTO, HERRERA, 2006).

O uso de lacase na industria téxtil esta crescendo rapidamente, tanto na descoloracao dos
efluentes como no branqueamento dos tecidos, com inUmeras misturas enzimaticas ja
sendo comercializadas, principalmente para aplicacdo da degradacao de corantes indigos,
aplicados no tingimento de jeans (COUTO, HERRERA, 2006).

3.3. ESTUTURA E MECANISMOS DE ACAO

A lacase (benzenodiol: oxigénio oxidorredutase EC 1.10.3.2), por sua vez, € membro das
oxidases azuis de cobre (proteinas azuis com cobre) também denominadas oxidases
“‘multicopper” que catalisam uma reacgéao de transferéncia de elétrons a partir de varios

compostos e € incluida no grande grupo daspolifenoloxidases (MADHAVI, LELE, 2009).

O cobre contido em sua constituicdo catalisa a oxidacdo de 4-benzenodiol em 4-
benzoquinona. Essa enzima é capaz de biodegradar a lignina e desintoxicar os produtos

derivados destalacases sdo enzimas capazes de degradar fendis e aminas aromaticas
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oxidantes, produzidas por fungos e também por plantas. Sao produzidas pela maioria dos
basidiomicetos e catalisam oxida¢des por extracdo de um elétron de substratos fendlicos
gerando radicais fenoxilas. (COUTO, HERRERA, 2007; FERREIRA et al., 2010).

Essas enzimas sdo notavelmente néo especificas capazes de oxidar compostos aromaticos
e nado fendlicos. Isso faz com que esta enzima se torne altamente interessante para
diferentes aplicagbes industriais tais como branqueamento de celulose, descoloragéo do
corante téxtil, de aguas residuais, biorremediacéao, e etc. (COUTO, HERRERA, 2007).

Lacase é uma oxidase, cujo sitio ativo contém quatro atomos de cobre de trés diferentes
tipos, e que catalisa a reducdo de oxigénio molecular a 4gua- ndo havendo a etapa de
producdo de peroxido de hidrogénio — com a concomitante abstracdo de um elétron de um
substrato  doador, (especialmente compostos aromaticos) (REINHAMEMAR,
MALMSTROM,1981).

3.4. DESCOBERTA

Esta enzima primeiramente isolada em 1883 da arvore da laca japonesa (YOSHIDA, 1883).
Toxicodendronvernicifluum (anteriormenteRhusvernicifera), da familia do caju. Embora
ocorram em outras plantas, tais como tabaco (Nicotina tobacco) e milho (Zea mais), a
maioria das lacases é extraida de fungos superiores, especialmente dos basitiomicedos de
podriddo branca (que degradam lignina) e de alguns ascomicetos (MOROZOVA,
SHUMAKOVICH, SHLEEV, 2007).

3.5. ESPECIFICIDADE

Embora as funcdes da lacase nao esteja bem definida nas plantas e fungos estipula-se que,
em plantas elas estéo envolvidas na sintese de lignina e catalisam a polimerizag&o radicalar
de unidades estruturais de alcodis p-cumarililico, coniferilico e sinapilico.J& nos fungos, a
funcdo € inversa, ou seja, a degradacdo da lignina, além da destruicdo de patdgenos,
destoxificacdo e desenvolvimento morfologico do fungo (THURSTON,1994; BALDRIAN,
2006; LEONOWICZ et al., 2001).

Considerando a especificidade do substrato, as enzimas ligninoliticas em fungos séo

extracelulares. Embora a maioria das lacases sejam extracelulares, fungos de podridao
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branca, principalmente, produzem lacases intracelulares e extracelulares, porém a maioria
(cerca de 95%) esté localizada fora da célula (BLAICH, ESSER, 1975).

Até agora, centenas de lacases foram isoladas e caracterizadas. Muitos fungos produzem
varias isoformas,dai a comum mencéao desta enzima no plural. Tanto as lacases de plantas
como de bactérias ou fungos séo glicoproteinas. As de fungos possuem massa molecular
de 50-190 kDa, pl 3,2-7,5 e temperatura 6tima de 20-80 graus Celsius, geralmente
produzindo temperaturas relativamente elevadas (MOROZOVA, SHUMAKOVICH,
SHLEEV, 2007).

O sitio ativo das lacases contém quatro atomos de cobre ‘azul’ mononuclear (sitio T1) e
trés cobres em um cluster (sitio T2/T3) consistindo de um cobre T2 e dois T3 (Figura 4). Os
ions de cobre da lacase sdo classificados pela distribuicdo espectral no UV-Vis e
caracteristicas de EPR (SOLOMON, SUNDARAM, MACHONKIN, 1996; REINHAMMAR,
MALMSTROM, 1981).

Na Figura 4, o sitio T1 confere cor azul clara a solucdo de lacase em agua, sendo
caracterizado por uma banda pronunciada em 600nm e um fraco desdobramento paralelo
superfino no espectro de EPR (gi = 2,30 Aj = 40-95 10 cm?). O atomo de cobre do sitio
T1 tem como ligantes dois grupos imidazdicos de histidina e um grupo sulfidrico de
cisteina,formando uma estrutura triagonal. O cobre do sitio T2 mononuclear nédo é
detectavel por absorcdo UV —Vis, mas exibe desdobramento superfino no espectro de EPR
(gi = 2,24; A= 140-200 10* cm), tipico de complexos tetraédricos (SOLOMON
SUNDARAM, MACHONKIN, 1996).

Por fim, o sitio T3 € binuclear, com os atomos de cobre pareados de forma
antiferromagnética, via uma ponte de um grupo hidroxila, o que o torna diamagnético e
impossibilita sua deteccdo por EPR. Ele é identificado como um ombro em 330nm. Oito
grupos imidazdicos de histidina séo os ligantes do cluster T2/T3 (SOLOMON, SUNDARAM,
MACHONKIN, 1996).

Deve-se ressaltar que lacases com diferentes arranjos de sitios ativos s&o descritas na
literatura. Por exemplo, o sitio da lacase do fungo Phiebiaradiata contém dois atomos de
cobre (em T1 E T2) e um grupo prostético de pirroquinolinaquinona (PQQ), que parece agir
como T3, como mostra a Figura 4 (KARHUNEN et al., 1990).

Os potenciais-padrao redox dos trés sitios de cobre das lacases (T1,T2 E T3) sdo um das

principais caracteristicas das cobres-oxidases, incluindo a lacase. Baseando no potencial-
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padréo redox do sitio T1 todas as oxidases contendo cobre sao subdivididas em enzimas
de potencial alto, médio ou baixo (EGGERT et al., 1998; SHLEEV et al., 2003)

A Figura 4 demonstra o sitio T1 da enzima é o aceptor primario dos elétrons do substrato,
o qual sera reduzido. As lacases conseguem oxidar somente compostos com potencial de
ionizacdo menores ou levemente maiores do que o potencial redox do &tomo de cobre do
sitio T1. O potencial de T1 também determina a eficiéncia da catalise na oxidagdo da
maioria dos substratos da lacase, fazendo com que enzimas com alto potencial redox do

sitio T1 sejam promissores para aplicacdes biotecnolégicas (XU, 1997).

Figura 4 - Esquema simplificado do sitio ativo de lacase do
Bacillus subtilis, com as distancias (em A) entre os atomos
mais importantes (ENGUITA et al., 2003).

A estrutura completa da enzima lacase do fungo Trametes versicolor apresenta por Piontek,
Antorini e Choinowski (2002), mostrada na Figura 5. O modelo completo do polipeptidio é
apresentado com um mondmero organizado em trés dominios com dimensdes de cerca de
65x 55 x 45 A.
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Na cavidade localizada no dominio 1 (D1) esta localizada o cobre T1 (esfera isolada). Entre
os dominios 1 e 3 (D3), que possuem residuos para coordenacéo dos cobres, localiza-se 0
cluster trinuclear (T2/T3). O carbono C terminal finaliz o dominio 3. O 13° aminoéacido da
longa cadeia a-hélice € estabilizado por pontes dissulfetoco M D1, e uma segunda ponte

dissulfeto conectada aos dominios 1 e 2 (D2).

O sitio T2/T3 onde o oxigénio é reduzido tem acesso ao solvente através de dois canais, 0
gue leva para o sitio do cobre tipo 3 e o sitio do cobre tipo 2. A distribuicdo de potencial
eletrostatico de superficie revela um dominio de carga negativa que esta de acordo com o
Pl desta enzima que € cerca de 3.5. Pela estrutura cristalina do complexo enzima/substrato,
sabe-se que a ligacdo ocorre em uma cavidade levemente negativa proximo ao sitio T1. A
densidade de carga localizada neste sitio pode estabilizar os cations radicais que séo
formados durante o ciclo catalitico (PIONTEK, ANTORINI, CHOINOWSKI, 2002).

Figura 5 - Diagrama da estrutura da lacase de
T. versicolor. Disposicdes das cadeias
polipeptidicas divididas em dominios estruturais,
apresentando em diferentes cédigos (D1-D3).
fons cobres sdo representados por esferas.
Carboidratos e pontes dissulfetos sao postados
como barras (“stick models”) (PIONTEK,
ANTORINI, CHOINOWSKI, 2002).

Embora existam muitos trabalhos com oxidases contendo cobre, incluindo a lacase, ndo ha
opinido Unica sobre os mecanismos de transferéncia de elétrons e redugdo do oxigénio
molecular. Na Figura 6 assume-se que o sitio T1 da lacase receba elétrons do substrato
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(gerando um cétion—radical ou cation intermediario) e, entdo, os transfere para os trés
atomos de cobre cluster, T2/T3, onde o oxigénio molecular é reduzido a agua (SOLOMON,
SUNDARAM, MACHONKIN, 1996; BENTO et al., 2005). A interacdo de uma lacase
completamente reduzida com oxigénio molecular resulta em diferentes formas da enzima.
Duas formas bem estudadas sdo: o intermediario peréxido e o nativo (figura 8)
(MOROZOVA, SHUMAKOVICH, SHLEEV, 2007).

O intermediéario nativo desempenha papel importante no ciclo catalitico da lacase, pois via
reagdo com Oz, comprovou-se que este intermediario age com uma espécie radicalar de
oxigénio (REINNHAMMER, 1984). Por EPR observa-se que os quatro ions de cobre no
intermediario nativos estdo oxidados, CU (ll) (PALMER, LEE, SOLOMON, 2001). A
estrutura deste intermediario € diferente da forma “dormente” oxidada, poiso cobre do sitio

T2 ndo esta conectada com o cobre de T3.

O mecanismo de reacdo catalisado por lacases envolve a producdo de radicais livres
altamente reativos pela remocdo de um elétron ou hidrogénio de grupos OH ou NH
(GIANFREDA et al., 2006).

Forma reduzida Forma "dormente” oxidada

H,0 OH
T2 cu' T2 cu'!
lento
T3 ™~ | |/ - 13 R " "/
Cu Cu AN Cu Cu
gl N o =4 \O/ N
L | ¥
Cu' cull
T 2 N\ T™ " N
+de
k~2.10%M's"! +0, m Meldo 1o k~0.03 s°*
ciclo catalitico
H,0 v H,0
T2 éu"— T2 Cu'—
O,
e /O\o\ o7~ N / \ ”
T3 /Cu" Ccu'" ;:9 T3 /C<" cu"
i ~N
| ‘ >1000 s ‘ \oHm
Ccu" cu
T Sl T .

intermediario
peroxidico

intermediario
nativo

Figura 6 - Ciclo catalitico da enzima lacase, mostrando o
mecanismo de reducdo e oxidacdo dos sitios de cobre

(SHLEEV et al., 2003).
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Esses radicais podem reagir entre si ou com outras moléculas, em reacdes catalisadas pela
enzima ou ndo, como polimerizacdo, hidratacdo ou abstracdo de hidrogénio. Para
compostos fendlicos, a oxidacdo pela lacase resulta na formacéo de radicais aril, espécie
ativa que € convertida em quinona. Quinonas intermediarias podem sofrer reacdes
adicionais para formar compostos oligdmoros coloridos insoluveis dependendo do substrato
e parametros reacionais. Além disso, pode haver reacBes de descarboxilacao,
desmetoxilacdo e desalogenacdo de compostos orto e para substituidos (LEONOWICCZ
EDGEHILL, BOLLAG, 1984; SCHULTZ, et. al., 2001; MAJEANU, BRAR, TYAGI, 2010)

Diversos fatores podem influenciar a reacdo de oxidacdo de compostos fendlicos,
principalmente a estrutura quimica dos fenoéis, nUmero, natureza e posicao de substituintes
no anel aromatico. Substituintes doadores de elétrons ((CHs ou "CH2CH3), provocam a
diminuicdo do potencial de oxidacdo da molécula e aumento da velocidade da reacéao, o

contrario acontece com substituintes eletrofilicos (GIANFREDA et al., 2006)

Varios compostos sdo descritos como inibidores da lacase. Entre os inibidores incluem-se
pequenos anions inorganicos como azidas, cianidas, haletos e hidroxilas (NAQUI,
VARFOOLOMEV, 1980, XU, 1997). Esses ions ligam-se ao sitio T2/T3 impedindo a
transferéncia de elétrons do sitio T1 para sitios T2/T3, inibindo-se assim a atividade
enziméatica (XU, 1996a; XU, 1996b; GIANFREDA, XU, BOLLAG, 1999).

A ordem de inibicdo para os ions haletos (F>CI>Br) é atribuida a diferenca de
acessibilidade aos atomos de cobre do sitio T2/T3 (NAKI, VARFOOLOMEEYV, 1981). Outros
inibidores como ions metalicos (Hg), acidos graxos, detergentes quaternarios de amoénia
tém sido relatados devido a ligagdo com os ions cobre do sitio ativo da enzima ou devido a
desnaturacao proteica (LEONOWICZ, MALINOWSKA, 1982).



4. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1. MICRORGANISMOS
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O microrganismo utilizado no desenvolvimento foi o fungo Pycnoporus sanguineus isolado

e obtido na natureza, na zona rural do municipio de Candido Mota - SP, como representado

nas Figuras 7 e 8.

Figura 7 - Fungo Pycnoporus sanguineos (Orelha de
pau) adquirido da natureza

Figura 8 - Fungo Pycnoporus sanguineos (Orelha de
pau) adquirido da natureza, exemplar utilizado no
experimento.
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4.2. REAGENTES PARA PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO

Todos os reagentes empregados para o preparo do meio de cultivo e solugbes
apresentaram grau analitico.

4.3. CORANTE

Foi utilizado o corante sintético Remazol Brilliant Blue 100%.

4.4. EQUIPAMENTOS

Para o desenvolvimento do trabalho foram necessarios 0s seguintes equipamentos:

e Autoclave vertical

e Estufa bacteriologica
e Balanca analitica

e pH-metro

e meio de cultura agar batata dextrose



36

5. METODOS

5.1. COLETA DO MATERIAL

Foi coletado o fungo Pycnoporus sanguineus na zona rural de Candido Mota — SP, em um
tronco de madeira exposto ao tempo. O fungo foi removido e transportado em vasilhas
plasticas até o laboratério da Faculdade de Ensino do Municipio de Assis — FEMA, onde foi

utilizado um bisturi esterilizado para retirar camadas finas da parte interior do fungo.

5.2. PREPARO DO INOCULO

As camadas coletadas do fungo foram transferidas para cinco placa de Petri contendo meio
de cultura agar-batata-dextrose, sendo mantido a 28°C durante 10 dias como mostra a

Figura 9. Foram realizadas trés repicacoes para isolamento do fungo em questéo analisado.

Figura 9 - Placas petri com meio agar e disco de micélio do
fungo Pycnoporus sanguineos (orelha de pau).

5.3. CULTIVO

ApOs a obtencéo das coldnias visualmente isoladas, foram refeitos o cultivo, das mesmas,
em quatro placas de Petri contendo meios de culturas gar-batata-dextrose, duas placas

com concentracbes de 0,01% (Figura 10) e duas com 0,02% (Figura 11) do corante
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Ramazol brillante blue. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes na busca de
resultados mais expressivos.

Figura 10 - Colbnia isolada do fungo Pycnoporus sanguineos
(orelha de pau) em placa de petri.

Figura 11 - Halo de descoloracdo observado em desenvolvimento de
colénia em placa petri contendo meio agar e corante azul brillant blue
(0,02%).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 9 mostra das placas de Petri contendo discos de micélios, retirados do centro do
fungo Pycnoporus sanguineus, afim de isolar as colénias para em seguida cultiva-las nas
placas com meio de cultura adicionado de corante (Figura 10). Apés, parte das colonias
foram transferidas para placas contendo meio agar-batata-dextrose adicionado de 0,02% e

0,01% do corante Remazol Brilliant Blue (Figuras 11 e 12 respectivamente).

A placa contendo 0,02% de concentragcdo de corante Remazol Brilliant Blue, ocorreu um
pequeno halo de descoloracéo, confirmando a presenca da enzima lacase e sua efetividade

de descoloracao.

Na Figura 12, a placa contendo 0,01% de concentragdo de corante Remazol Brilliant Blue,
também houve um pequeno halo de descoloragéo, o que também confirma a presenca da

enzima lacase e sua efetividade de descoloracéo.

Figura 12- Alo de descoloragéo observado em placa petri contendo
corante azul brillant blue (0,01%) em meio agar.

E possivel observar na Figura 13, em relacdo ao fungo Pycnoporus sanguineos (orelha de
pau), utilizado para coleta do material para isolamento das col6nias, que ha o crescimento
de um outro fungo, o Trichoderma, também utilizado para controles biolégicos. Este
Trichoderma pode ser o grande causador das alteracbes dos resultados esperados, o que

nos leva a outros experimentos e outras observagdes para constatar melhores resultados.



Figura 13 — Fungo Pycnoporus sanguineos (orelha de pau)
utilizado para coleta do material de analise, contaminado com
Trichoderma.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que nos resultados foram observados que a enzima produzida pelo fungo
Pycnoporus sanguineus possui capacidade de degradacdo do corante Remazol Brilliant
Blue R (RBBR). Porém, contaminacdes com outros fungos, como por exemplo o
Trichoderma, que pode ter impedido o desenvolvimento do fungo Pycnoporus sanguineus
no momento do isolamento da colonia para avaliacdo, o que provavelmente causou a
diminuicdo da degradacédo do corante. Outros trabalhos realizados com lacases retiradas
de outras fontes mostram a eficiéncia da descoloracdo completa em até trés dias de
permanéncia de aplicacdo, porém em condi¢cdes diferenciadas como a purificacdo da
lacase. Assim como, na presenca de outros reagentes, como acetilacetona e &cido
violurico, os quais levam a eficiéncia da lacase em até 80% da descoloracdo do RBBR. Isso
nos leva a necessidade da utilizacdo de outras técnicas e/ou coletas de exemplares sem
contaminantes, ou até mesmo, efetuar outros testes comparativos com outros exemplares,
assim como provocar uma colonizagéo contaminada propositadamente com o Trichodema

para confirmacao dos dados.
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