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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a interferéncia das fibras silicaticas de
amianto (Crisotila 5S) como suporte de cultura dos fungos, tendo como pardmetros
de determinacbes as atividades enzimaticas de lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase como produtos microbianos e a descoloragdao do corante Food
Blue n® 1 por meio da espectrofotometria do visivel. Foi utilizado o microrganismo
Ganoderma applanatum, as solugdes de corante azul brilhante n® 1 e a crisotila 5S.
O tratamento biolégico foi efetuado em uma mesa agitadora refrigerada a
temperatura de 28° C e 180 rpm na auséncia de luz, sendo que foram colocados
100 mL de efluente em um erlenmeyer de 250 mL e acrescentado os conteldos das
placas (meio de cultura + fungo) e a crisotila. Os tempos de tratamento foram de
24, 48, 72 e 96 h. Foi observado que para concentragdo de 0,125 g.L?, houve
significativa degradacdo do corante pelo G. applanatum e a adsorcdo da crisotila
pelo fungo. Portanto, neste trabalho, o uso de crisotila como suporte para
crescimento de fungos em meio liquido, aumentou significativamente a produgdo
enzimatica de lignina peroxidase, concomitante com a diminuicdo da absorbéancia
da solugdao em 630 nm (Amsx), indicando boas perspectivas no processo degradativo
desse corante.

Palavras-chave: Crisotila 5S; corante azul brilhante n° 1; Ganoderma

applanatum; descoloracao.

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the interference of asbestos silicate fibers (Chrysotile
5S) as support for fungus culture. The enzymatic activity of laccase, lignin
peroxidase and manganese peroxidase were determined as microbial products and
the discoloration of FD&C blue n® 1 dye was checked by spectrometry in UV-visible.
The microorganism Ganoderma applanatum, five different concentrations of the dye
solutions and the chrysotile 5S were used. The biological treatment was carried out
on a refrigerated shaker table at 28 °C and 180 rpm in light absence, and 100 mL
of dye solution were put in a 250 mL Erlenmeyer flask and the plate contents
(culture medium + fungus) and chrysotile were added to it. The treatment times
investigated were 24, 48, 36, and 48 h. For the 0.125 g L™ solution concentration,
considerable dye degradation and chrysotile adsorption by the G. applanatum
fungus, and fungal biocompound production were observed. Therefore, the
chrysotile used as support for fungal growth in liquid medium increased the

enzymatic production of lignin peroxidase with absorbance decrease at 630 nm
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(Amax). This indicates a prominent use of bioremediation and chysotile as fungal
support for the degradation of FD&C blue n° 1 dye.
Keywords: Chrysotile 5S, food blue dye n°l, Ganoderma applanatum,

discoloration

RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la interferencia de amianto de fibra de
silicato (crisotilo 5S) en apoyo de la cultura de los hongos, con los parametros de
las determinaciones de las actividades de la enzima lacasa, peroxidasa de lignina y
manganeso peroxidasa como productos microbianos y la decoloracion del colorante
Food Blue n© 1 por espectrofotometria visible. Se utilizd el microorganismo
Ganoderma applanatum, las soluciones del colorante Azul Brillante n°® 1 y crisotilo
5S. El tratamiento bioldgico se realizé sobre una mesa vibradora se enfrié a 28 °C y
180 rpm en la oscuridad, y se colocaron 100 ml de efluente en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y se afiadié a los contenidos de las placas (medio de cultivo
+ levadura) y el crisotilo. Los tiempos de tratamiento fueron 24, 48, 72 y 96 h. Se
observd que la concentracién de 0,125 g.L-1, se produjo una degradacion
significativa del colorante por G. applanatum y la adsorcién de crisotilo por el
hongo. Por lo tanto, en este trabajo, el uso de crisotilo como soporte para el
crecimiento de hongos en medio liquido, aumentd significativamente la produccion
de la enzima peroxidasa de lignina, concomitante con la disminucién de la
absorbancia de la solucion a 630 nm (Amax), lo que indica buenas perspectivas en
este proceso degradativo teiir.

Palabras claves: El crisotilo 5S, azul brillante tinte n© 1; Ganoderma applanatum;

decoloracion.

INTRODUCAO

Grandes quantidades de
diferentes corantes quimicos sdo
usadas em varias aplicacoes
industriais, sendo que uma
significante proporgdo destes aparece
na forma de residuos. Neste contexto,
os diversos corantes utilizados em
varios segmentos industriais

aparecem como um grande problema

ambiental. Muitas dessas substancias
possuem propriedades mutagénicas
e/ou carcinogénicas. Adicionalmente,
0 descarte de corantes em rios e lagos
prejudica a absorcao de energia
luminosa, alterando os ecossistemas
aquaticos Y, afetam também o
efluente quanto a estética e a
solubilidade do gas na agua @,

Existe uma pesquisa global

mundial para métodos alternativos na
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producdo de energia por fontes
renovaveis. Para melhorar a
produtividade e o rendimento do
etanol e para evitar a utilizacdo das
centrifugas, que sdao processos caros,
continuos com células imobilizadas
nos diferentes suportes como vidro,
polimeros sintéticos como
poliacrilamida, gels de polipropileno
tém sido sugerido, embora alguns
portadores apresentassem
dificuldades em escala industrial .
Nas pesquisas, tém sido mostrados
que Saccharomyces Cerevisiae
suportada em crisotila tem um
aumento de 130% na velocidade de
fermentacao e que o rendimento de
etanol pode ser tanto quanto 26%
mais elevado do que para células
livres. Entdo este sistema poderia ser
usado em um processo de
fermentacdo continuo .

A crisotila é um silicato fibroso
de magnésio abundante no Brasil. Os
minérios neste pais ndo sdo
contaminados por formas perigosas
do asbesto como crocidolita, tremolita
e amosital. A interacdo entre a
crisotila e materiais bioldgicos podem
ser utilizados desde que tenham
conhecimento que estas fibras podem
causar doencas de pulmao. Entre
todos os materiais naturais do asbesto
que incluem os anfibdlios crocidolita,
o tremolita, o amosita, o antofilita e o

actinolita, e as serpentinas antigorita,

! Crocidolita, tremolita e amosita — Minerais
fibrosos do grupo dos anfibélios (MENDES,
2001).

picrolita e crisotila, o céncer de
pulmdo é associado com crocidolita
(asbesto azul), tremolita e amosita
(asbesto marrom), visto que as outras
fibras variam no grau de perigo na
saude. Crisotila é menos
biopersistente que os anfibdlios .

O presente trabalho teve como
objetivo estudar a interferéncia das
fibras silicaticas de amianto (Crisotila
5S) como suporte de cultura dos
fungos, tendo como parametros de
determinacdes as atividades
enzimaticas de lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase
como produtos microbianos e a
descoloracao do corante Food Blue n®°
1 por meio da espectrofotometria do

visivel e reducao de DQO.

Crisotila

Crisotila pode ser usada como
suporte mineral para células de
levedura em fermentacdo alcodlica
com células imobilizadas. Ela tem uma
capacidade para imobilizar células de
leveduras por adsorcao, com algumas
vantagens quando comparados com
alguns suportes (TiCly4 ou
aminopropiltrietdéxilase), como tem
uma excelente estabilidade que
permite seu uso por um longo periodo
e também o reuso, resisténcia por
tratamentos térmicos, suporta as
condicOes operacionais da
fermentagdo alcodlica e ¢é mais

barato. Mas a vantagem principal



Rabelo, J.B., Campos, L.C. Sales, P.T.F. Lacerda, M.F.A.R. Santiago, M.F. Revista
Eletronica de Farmacia Vol. X (1), 27 - 50, 2013.

deste mineral é a estimulagdo da
producdo de etanol através de
leveduras, aumentando a
produtividade especifica dos
processos ¥,

Estudos recentes mostram que a
imobilizagdo de biocatalisadores em
suporte apropriado proporciona um
melhor desempenho do biocatalisador
bem como possibilita a sua
reutilizaggdo ). A imobilizagdo das
células de levedura em suportes
solidos é conhecida para incrementar
estabilidade da célula e do
metabolismo. As células de levedura
de padeiro imobilizada em crisotila
foram usadas com sucesso na

producdo de alcool, desde 1996.

Brucita{
Tridimita{

@ - Hidroxila O - Oxigénio

Levedura suportada em crisotila tem
140% de aumento na velocidade de
fermentacao e o rendimento de etanol
passa a ser 26% maior do que para
as células livres. Além da eficiéncia
incrementada na fermentagdao, uma
das perguntas mais importantes a ser
respondida € quais sdo os modos pelo
0s quais as fibras de crisotila
modificam o metabolismo da célula ®,

Estruturalmente, apresenta a
célula unitaria [Mgs Si; Os (OH)4] com
uma estrutura Unica e altamente
organizada, constituida de bicamadas
de brucita Mg(OH), e silicato (SiO,),
enroladas coaxialmente, as quais

formam uma fibrila (Figura 1).

e - Silicio  ©- Magnésio

Figura 1 - Estrutura da crisotila (7).

Corantes
Corantes sintéticos sao
designados por serem resistentes a
luz, dgua e agentes oxidantes, no
entanto, é dificil remové-los, uma vez
gue sao langados no meio ambiente.

Os efluentes contendo corantes

somente sao ligeiramente
descoloridos através dos tratamentos
de esgotos bioldgicos convencionais
®), Aproximadamente 10.000
diferentes corantes e pigmentos sao
usados industrialmente, o0 que
representa um consumo anual de

cerca de 7 x 10° tons no mundo .
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Aditivo para alimentos ¢ definido
pela Food and
Organization / World Health
Organization (FAO / WHO) como “toda

substancia, que ndo apresenta valor

Agriculture

nutritivo, adicionada ao alimento com
a finalidade de impedir alteragdes,
manter, conferir ou intensificar seu
aroma, cor e sabor; modificar ou
manter seu estado fisico geral, ou
exercer qualquer acdo exigida para
uma boa tecnologia de fabricagdo do
alimento” (19,

O corante alimenticio Azul

Brilhante n® 1 é caracterizado como

(6]
Na' Q=—S

0O

solugao tragadora, no qual este deve:
ser sensivel a deteccdo; possibilitar o
uso em analise quantitativa com
rapidez; ser sollvel quando misturado
a calda, com efeitos fisicos minimos
na pulverizacdo e menor evaporagao
das gotas; ter propriedades distintas
para se diferenciar de outras
substancias; e ser estaveis, atoxicas e
de baixo custo. A Figura 2 mostra a
féormula estrutural do corante em

estudo: Food Blue n°, 1.

O

S—0 Na

Figura 2 - Formula estrutural do corante Food Blue n© 1.

A utilizacdo deste corante
oferece uma série de vantagens em
relacdo ao substrato convencional
porque sdo estaveis, sollveis e
substratos baratos com elevadas
taxas de extincdo molares e baixa
toxicidade. Esses corantes podem ser
aplicados em ensaios quantitativos

espectrométricos simples e rapidos
(11)

Fungos Basidiomicetos

Ligninoliticos e Enzimas

Os fungos sdo organismos
complexos morfologicamente nos
quais diferem na estrutura nos
diferentes tempos em seu ciclo de
vida, diferem na forma entre a
superficie e o meio submerso, e
diferem também na natureza do meio
de cultivo, ambientes fisicos e

condicoes de culturas fisicas
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(temperaturas, pH, forgas mecanicas,
etc.) (12), Os basidiomicetos
ligninoliticos secretam enzimas que
convertem os polimeros externos em
moléculas menores, que sdo
assimiladas e utilizadas como
nutrientes. Ao lado de outros
microrganismos, o0s basidiomicetos
ligninoliticos atuam na decomposigao
da matéria organica, dinamizando a
ciclagem de nutrientes e regulando o
equilibrio energético dos ecossistemas
terrestres (¥, O sistema ligninolitico
responsavel pela biodegradacdo da
lignina é o mesmo envolvido na
degradacao de poluentes organicos
por basidiomicetos ligninoliticos e
apresenta algumas vantagens de
aplicacao na biorremediacdo de solos.
Este sistema é extracelular e pode
atuar em substancias insolUveis ou
complexadas ao solo. A
inespecificidade do sistema enzimatico
permite a sua utilizacdo para uma
ampla variedade de  poluentes
organicos. Além disso, o sistema ndo
precisa ser induzido e a degradacao
pode ocorrer até niveis ndo
detectdveis, com mineralizagdo ©%,
Devido a baixa especificidade e
elevado potencial de oxidagao do
sistema enzimatico, os basidiomicetos
ligninoliticos sdo também capazes de
degradar uma variedade de
compostos recalcitrantes (1%,

Os fungos de decomposicdo
branca parecem ser o0s Unicos

microrganismos nos quais mostram

capacidade de degradacao e
mineralizacdo de lignina e uma série
de compostos poluentes orgéanicos,
altamente tdéxicos e recalcitrantes.
Esta capacidade é, no minimo em
alguma extensdo, causada pelo
sistema enzimatico n&o-especifico
produzido por estes fungos durante a
degradacao de lignina e inclui diversas
isoenzimas de lignina-peroxidase (LiP,
EC 1.11.1.14), Manganés-Peroxidase
(MnP, EC 1.11.1.13), Lacase (EC
1.10.3.2) bem como H,0, produzindo
oxidases. O sistema multienzimatico
envolvido na degradacao e
mineralizagao da lignina é constituido
de diferentes combinacdes de enzimas
lignoliticas, sendo a ocorréncia de MnP
e Lacase maior que LiP. Entretanto,
ha uma diversidade grande de
basidiomicetos com diferentes
modelos de enzimas lignoliticas, nos
quais tem também diferencas grandes
em suas habilidades na degradacao
xenobidtica V),

Ganoderma applanatum tém
sido usados na medicina tradicional
chinesa e japonesa para o tratamento
de varios tipos de doencas, embora
pesquisas sistematicas dos efeitos
farmacoldgicos comecaram somente
h& vinte e cinco anos atras ®. O
fungo Ganoderma applanatum ja foi
utilizado para tratar efluente da
industria papeleira (ligninacelulose)
(17)

e no tratamento de corante

reativo, conforme estudos de

Vaithiyanathan et al. *®, A Figura 3
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Ganoderma

mostra o] fungo

¥
Figura 3 - Fungo Ganoderma Applanatum

applanatum encontrado na natureza.

PR

Fonte: http://www.mrcashop.org/mushroom_shop/ganoderma-applanatum-artist-conk-
kofukitake-pi-461.html

Grande variedade de pardametros
de cultivo afeta a producdo e a
atividade das enzimas ligninoliticas
por fungos basidiomicetos como: a
disponibilidade de oxigénio, fonte e
concentracao de carbono e nitrogénio,
microelementos, pH e temperatura
(19, Tal caracteristica mostra que os
meios de culturas tém grande
influéncia no processo de
biorremediacdo e o uso de inibidores
também pode vir a ser um ponto
importante no processo de tratamento
de poluentes (2%,

Lacases sdo proteinas globulares
10-25% de

carboidrato N-ligado e elas podem ter

contendo entre

estruturas monomeéricas, diméricas ou
multiméricas, produzidas
principalmente por basidiomicetos de
degradacao branca, mas sdo também
detectadas em fungos de degradacgao
parda e em fungos de degradacdo
mole @V, Lacases sdo membros da

familia de proteinas multi-cobres, que

incluem ascorbato oxidase,
ceruloplasmina e bilirrubina oxidases.
A expressao de genes que codificam a
sintese dessa enzima indica que ela
pode ser constitutiva ou indutiva.

A sintese de manganés
peroxidase (ou peroxidase
dependente do manganés) é
possivelmente limitada a certos
fungos basidiomicetos, e até entdo
nao se evidenciou em qualquer
nenhum

bactéria, levedura e

basidiomiceto micorrizico. A
capacidade de producao de MnP esta
distribuida entre grupos de
basidiomicetos distintos
taxonomicamente. Algumas espécies
colonizadoras de madeira,
pertencente as familias Meruliaceae,
Coriolaceae e Polyporaceae, assim
como basidiomicetos decompositores
de serapilheira, das familias
Strophariaceae (familia de Psilocybe
castanella) e Tricholomataceae

expressam atividade de MnP. O peso
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molecular de MnP varia de 38 a 62,5
kDa, mas a maioria das enzimas
purificadas tem peso molecular
proximo a 45 kDa 2,

A MnP é uma glicoproteina com
Fe protoporfirinico IX como grupo
prostético, dependente de H,0, para
sua atividade. A oxidagao de lignina e

outros compostos xenobidticos por

MnP é dependente da disponibilidade
de ions de manganés. Seu ciclo
catalitico é semelhante ao de LiP; no
entanto, o Mn?* atua como doador de
elétrons para gerar o composto II 2,

A enzima manganés peroxidase
€ a Unica heme peroxidase capaz de
catalisar a reacdo de um elétron do

Mn?* a Mn3*, como mostra a reagdo:

MnP + H,0, — Mn P Composto I + H,0 (1)
Mn P Composto I + Mn** - Mn P Composto II + Mn>* (2)
Mn P Composto II + Mn®* - MnP + Mn>* + H,0 (3)

A enzima gerada pelo Mn3* é
complexada como o acido etandico
com o oxalato, que também é
secretado por fungos. O complexo
organico com o Mn>** complexado com
o acido oxida o substrato fendlico,
incluindo os composto ligninicos e os

mediadores  ®®., A

manganés
peroxidase ja foi usada para tratar
efluente da indUstria petroquimica %,
corante ) e benzopireno ¢,

Durante o] processo de
degradacdao Lignolitica, a LiP é
inicialmente oxidada pelo H,0O, e oxida
nucleos aromaticos da molécula de
lignina (fendlicos e nao fendlicos),
gerando radicais anionicos. Eles
reagem com nucledfilos

(primariamente H,0) e com oxigénio

molecular, gerando uma “combustado
enzimatica“ onde ligacdes C-C e C-0O
sdo quebradas, despolimerizando a
lignina e abrindo os anéis aromaticos.
Esta enzima é uma glicoproteina que
contém Fe protoporfirinico IX como
grupo prostético e é dependente de
H,O, para sua atividade 7).

A LiP é uma enzima extracelular
importante no processo degradativo
da lignina, que se apresenta como o
mais abundante composto polimérico
aromatico na terra. LiP é uma
glicoproteina com massa molecular de
41 kDa, que contém 1 mol de ferro
protoporfirina IX por mol de enzima. A
LiP catalisa o perdxido de hidrogénio
no processo oxidativo multipasso,

COMO se segue.

LiP (Fe ** )P + H,0, — LiP-I(Fe**"O)F + H,0 (1)
LiP-I (Fe **-O)P* + R — LiP-II(Fe**"O)P + RI (2)
LiP -II(Fe**-0)P- + R + 2H' — LIP(Fe*")P: + R7 + H,0 (3)
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Na reagdo acima, R ¢é o
substrato e P o porfirina. O composto
LiP-I carregas os oxidante duplo do
peréxido, um como o centro oxiferril
(Fe**"0) e o outro como porfirina =
cation radical (P'), com a conseqgliente

reagdo ndo-enzimatica *®,

METODOLOGIA

Preparacoes das solucoes
das amostras de corante

Foram preparadas cinco
solugdes do corante tipo azo: Food
Blue n°® 1 fornecido pela Industria
Eskisa (Sao Paulo, SP, Brasil) nas
concentracbes de 0,032; 0,062;
0,125; 0,250 e 0,500 g.L, que foram

guardadas em refrigeracdo a 4°C.

Microrganismo

O fungo Ganoderma applanatum
foi cedido pelo IBAMA (Brasilia, DF,
Brasil). Foi mantido em meio de
extrato de malte 2% (P/V) a 4°C e

repicados semanalmente.

Preparacoes da fibra
silicatica - Crisotila 5S

A fibra silicdtica cedida pela
Empresa SAMA (Minagu, GO, Brasil)
com nome comercial de crisotila 5S
com massa de 1,000 g foi adicionada
a um volume de 50,00 mL de agua
destilada. O sistema foi levado a um
banho ultras6nico por 30 min, para

retirar impurezas. Apos o banho, as

fibras foram secas naturalmente e
autoclavadas, sendo posteriormente

adicionadas as solugdes (.

Meio de cultura

Meio agar batata (BGA)

Para preparagdo do meio agar
batata foram colocados 50 mL de
caldo de batata; 5 g de glicose; 3,75
g de agar e agua destilada para
completar 250 mL. O meio foi
autoclavado durante 15 min a 120
0C.Condicdes de crescimento da

cultura

Meio sdlido:

O meio sdlido foi colocado em
placas de petri (10 cm de diametro)
contendo 15,00 (+ 1) mL de meio
BGA. Cada placa foi inoculada com
disco (5 mm de didmetro) de fungo
de idade de crescimento de 5 dias em
meio BGA temperatura ambiente (em
torno de 289 C).

Equipamentos e métodos

analiticos usados

Para avaliacdo das solugoes
controles e das solugbes em estudo
foram empregados o0s seguintes
parametros: pH, Absorbancia e
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO).
Todas as andlises foram efetuadas de
acordo com o Standard Methods (29).

Os outros métodos de analises s&o



Rabelo, J.B., Campos, L.C. Sales, P.T.F. Lacerda, M.F.A.R. Santiago, M.F. Revista
Eletronica de Farmacia Vol. X (1), 27 - 50, 2013.

relativos ao processo de tratamento
envolvendo fungos e sdao necessarios

para a avaliacdo da eficiéncia do

tratamento.

Os equipamentos  utilizados
foram: espectrofotdbmetro marca
Micronal modelo B-582,

potencibmetro marca Tecnal (Brasil)
modelo Tec-3-MP com eletrodo de
Ag/AgCl e mesa agitadora refrigerada

New Brunswick Scientific, modelo

C24KC. O digestor para realizacao de
DQO foi o da marca Hach (COD
Reactor). Estufa para cultura de
microrganismos Marca Alfa. O Quadro
1 relaciona as caracteristicas fisico-
guimicas analisadas, descrevendo o
tipo de analise efetuada, bem como
especificando 0s agentes
complexantes, tipo de eletrodo,

indicadores, equipamentos e métodos.

Quadro 1 - Caracteristica e tipos de analises realizadas.

Caracteristica

Tipo de analise

pH Analise potenciométrica direta (eletrodo de Ag/AgCl)

Absorbancia

Anadlise espectrofotométrica (630 nm)

DQO

Analise colorimétrica (método de digestdo com

dicromato)

Métodos para determinacao
das atividades enzimaticas antes
e ap6s o tratamento das solugdes
com fungo.

Antes e apds o tratamento
(meio liquido) das solugdes pelo fungo
foram determinadas as atividades
enzimaticas relacionadas com a
degradacdao dos compostos organicos
existentes nas solugbes. As culturas
nao inoculadas (controles) foram
utilizadas como controles enzimaticos
para descartar possiveis interferéncias
com os métodos de determinagdo das
atividades. As atividades enzimaticas
foram determinadas
espectrofotometricamente e 0s
resultados expressos em pmoles de

substrato oxidado durante um minuto,

por mL de caldo filtrado (U.mL?). As

enzimas pesquisadas foram:

a) Lacase (30 - modificado):

A reacgdo iniciou-se com a adigao
da seringaldazina e a velocidade de
oxidacdo desta foi acompanhada
durante 10 min a 525 nm.

b) Lignina-Peroxidase (31 medificado).

A reacao foi iniciada pela adicao
do H,0, e o aparecimento do aldeido
veratrilico determinado medindo-se a
absorvancia a 310 nm. A atividade de

LiP foi expressa em U.mL™.

c) Manganés-peroxidase ©®?:
A mistura foi incubada a 30°C
durante 5 min e a reacao

interrompida pela adicao de 40 puL de
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NaOH 2,0 mmol.L?. A absorvancia foi
lida a 610 nm e a atividade de MnP

expressa como AAbs mL min™.

Realizagdo dos tratamentos

Nos tratamentos das solugdes
de corante foram colocados 100,00
mL de solugdo de corante em um
erlenmeyer de 250 mL e em capela de
fluxo laminar foram colocados os
conteldos totais das placas (meio de
cultura + fungo) nos erlenmeyers,
totalizando 20 amostras. Desses
erlenmeyers, 10 continham crisotila e
10 sem crisotila. O experimento foi
feito em duplicata e foram usados
para controle somente a solucao
contendo crisotila para realizar
comparagbes com o0s tempos de
tratamentos (24 h, 48 h, 72 h e 96
h). Em seguida, foram colocados na
mesa agitadora refrigerada a 28° C e
180 rpm. Para controle foram
adicionados culturas dos fungos, sob
as mesmas condicdes acima, seguida
de autoclavagem a uma temperatura
de 121°C por 15 min sendo agitado
em uma mesa agitadora refrigerada
sob temperatura de 28°C e 180 rpm
(rotagGes por minuto), que é o teste
de adsorcao. Para o teste de
adsorcao, foram colocadas as
amostras e os conteldos das placas
de petri (fungo+meio), sendo
posteriormente autoclavados e feitas

as devidas caracterizagdes.

Preparacao e manutencao
das Amostras

Apds os respectivos periodos de
tratamento das solucbes de corante,
estas foram filtradas em papel de
filtro Whatmann 1,3 mm sendo o
caldo filtrado guardado sob
refrigeracao a 4°C. Todas as amostras
foram filtradas posteriormente em
membrana Milipore® 0,45 pm e
imediatamente refrigeradas a 4° C
(33), Antes das medicdes enzimaticas
através de absorbancia no UV-vis, as
amostras foram centrifugadas durante

20 min a 8000 rpm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tratamento das Solugées em
estudo

Espectros de 300 a 750 nm
foram medidos para acompanhar a
evolucao do tratamento das solucdes
de corante tipo azo Food Blue n° 1,
em intervalos de 15 nm. Os
resultados foram apresentados
segundo a concentracdo das solucdes
de corante. Como solugdo de
referéncia, utilizou-se a solugdo do
corante (sem fungo) e a solugao do
corante com a fibra silicatica. Para
efeito de avaliacao de degradacao do
corante, utilizou-se o comprimento de
onda de 630 nm como comprimento
especifico e para avaliagdo de

producdo de compostos flngicos, o
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comprimento de onda usado foi o de
300 nm.

Para concentracbes de 0,125
g.L'! (Figura 4a e 4b) notou-se a
degradacao do corante pelo fungo e a
adsorcao da crisotila nas paredes do
fungo, havendo a producdao de
compostos pelo fungo. Nessa
concentragao, observou-se o aumento
da degradacdo do corante pelo fungo,
comparando-se com a solucdo do
corante. A adicdo da crisotila também
tem papel importante, pois ela
apresentou menor absorbancia no
comprimento especifico de 630 nm,
mostrando que a adsorcao do corante
as fibras silicaticas teve maior
significancia que a degradacdo.

Comparando-se as duas formas
de tratamento, o uso das fibras ndo

teve grande importdncia na sintese

——24 h
—8-48 h
«© 8,000 | ——72h
——86 h
«S | === Solugéo do Corante

=== Solugao Corante + crisotila

285 345 405 465 525

enzimatica, pois as curvas espectrais
quando se usou o as fibras foram
semelhantes as curvas de quando nado
se usou a crisotila. Nota-se também
que o aumento do tempo de
tratamento aumenta a coloracdo da
solugdo em ambos o0s casos de
tratamento, o que ja foi citado
anteriormente por Aquino %,

O uso das fibras aumentou a
producdo de compostos flngicos,
como pode ser observado na Figura
4b em comprimento de onda de 300
nm, salientado em 96 h de
tratamento, o que corrobora com

Aquino ©%

em que o tempo de
tratamento aumenta a quantidade de
PMS (Produtos Microbianos Soluveis),
sendo que a biotransformacdao tem
um papel tdo importante quanto a

degradacao.

585 645 705 765

Comprimento de onda - nm (4a)
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12,000

10,000

== Solugao do Corante
—e— 24 h (crisotila)

8,000 ~+— 48 (crisotila)

== 72 h (crisotila)

~=-96 h (crisotila)

ancia

6.000 = Soluc¢do Corante + crisotila
. 1

Absorb

4,000

2,000

0,000+ =
285 345 405 465

585 645 705 765

Comprimento de onda - nm (4b)

Figura 4 - Espectro de 300 a 750 nm da amostra. (4a) concentragdo de 0,125 g.L ! sem

crisotila, (4b) concentracdo de 0,125 g.L ™! com crisotila. A curva intitulada solucdo corante+

crisotila indica que ndo houve adigdao do fungo ao sistema.

J& na concentracdo de 0,500
g.L'! (Figura 5a e 5b) houve a
adsorcdo da crisotila nas paredes do
fungo (controle de adsorcao, dado
nao mostrado), no qual notou-se o
aumento da absorbancia. Segundo
Cassiola et al. ¥ o grau de interacgdo
entre as células e as fibras da crisotila

45,000

40,000

——24h
-8-48h
—-72h
®30,000 ——96h
o

= Solu¢do do Corante

35,000

=== Solugao Corante + crisotila

525,000
Q2
[
920,000
el
<45,000
10,000

5,000

0,000
285 345 405 465

parece estar relacionado ao tempo de
exposicdo e a presenga ou auséncia
de nutrientes durante o periodo de
adesdo. As células quando estdao na
auséncia de nutrientes aderem mais
intensamente aos nutrientes das

fibras de crisotila.

585 645 705 765

Comprimento de onda - nm (5a)
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45,000 4
40,000 -
35,000 -
_230,000 1 == Solugao do Corante
g ~e— 24 h (crisotila)
«©25,000 - —— 48 h (crisotila)
'e —==T72 h (crisotila)
820 000 ] ~=96 h (crisotila)
o) ’ == Solugao Corante + crisotila
<45,000 -
10,000 -
5,000 -
0,000‘.""""" .
28 345 405 465 585 645 705 765
Comprimento de onda - nm (5b)

Figura 5 - Espectro de 300 a 750 nm da amostra. (5a) concentragdo de 0,500 g.L! sem

crisotila, (5b) concentracdo de 0,500 g.L™! com crisotila.

Sem o uso da fibra silicatica,
obteve-se maior descoloracdo do
corante, observando-se em 630 nm,
em 24 h de tratamento. A adsorgao
do corante as fibras foi de grande
importancia, pois ela representou
maior descoloracado em 630 nm,
diferentemento do observado com a
concentragdo de 0,125 g L (Figura
5b). Tal comportamento sugere que o

fungo se adapta melhor a

determinadas concentracdes do
corante, o que pode vir a inibir seu
metabolismo primario e secundario.

Para as concentragdes de 0,032;
0,064; 0,250 g L, a influéncia das
fibras silicaticas ndo foi significativa
(abaixo de 10%), praticamente nao
havendo alteracdo nos tratamentos sé
com o fungo.

A producdo de LiP é mostrada

na Figura 6.

~+-0,032g L-1
~#-0,062 g L-1
~=0,125g L-1

800,004 =#=0,250 g L-1

=== 0,500 g L-1
—'_l -~ 0,032 g L-1(Crisotila)
—— 0,062 g L-1(Crisotila)
E —— 0,125 g L-1(Crisotila)
i —— 0,250 g L-1 (Crisotila)
:1600'00 —o— 0,500 g L-1(Crisotila)
3
400,00
g
g ]
© 200,00
0,00

0 24 48 72 %
Tempo de tratamento - h
Figura 6 - Determinagdo da atividade de lignina-peroxidase dos caldos filtrados da amostra,

em pH 3,0 e alcool veratrilico como substrato, em 310 nm.
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De acordo com a Figura 6, a
maior producdo de LiP se deu em 96
h de

concentragdes de 0,500 g L™, com as

tratamento, com as
solucdes com e sem o0 uso da crisotila,
0 que indica que o fator predominante
para a sintese enzimatica de LiP é a
concentracao do substrato, que tem
como fonte de nitrogénio o proprio
corante. De acordo com Belinky et al.
(%) a produgdo de LiP estd relacionada
a presenca de oxidantes, como o

oxigénio, perdoxido, sendo que o
proprio corante pode funcionar como
agente oxidante, o que indica neste
caso que maiores concentragdes de
corante, maiores producdes de tal
enzima.

Para se avaliar o decaimento da
matéria orgéanica presente no
efluente, foi avaliado a DQO (soluvel,
pois os caldos eram filtrados em
membrana 0,45 pm), conforme a
Figura 7. Por se tratar de um sistema
heterogéneo, em que se diferencia a
(micélio, 4agar e

fase sélida

particulados) da fase liquida (soluvel),

16,00
14,00
12,00

10,00

DQO/DQO.

0 24

Tempo de tratamento - h

48

a bioatividade fungica (variacdo de
pH, sintese enzimatica, etc.) péde ser
modificada a proporcdao entre as duas
fases, levando a resultados em que a
relacio de DQO seja maior que o
inicial. valores

do (1,00)

possivelmente indicam degradagdo e

valor Entretanto,

abaixo valor inicial

podem ser interpretados como
reducdo da matéria organica presente
na solugdo, pois tal metodologia
avalia toda matéria orgéanica contida
na amostra, sendo que os Produtos
Microbianos Soluveis (PMS) que estao

presentes no meio, impossibilitam a

interpretacdo dos resultados %,
Embora a varredura indique
diminuicdo de  absorbéancia no

comprimento de onda de 630 nm, isto
nao pode ser usado como indicador de
do

possivelmente uma degradacdo do

mineralizagao corante,

mesmo, gerando moléculas

intermediarias.

——0,032g.L-1
—=-0,062 g.L-1
—4—0,125 g.L-1
0,250 g.L-1
—=—0.,500 g.L-1

72 %
(7a)
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16,00
14,00.
——-0,032g.L-1
12,00 —=-0,062 g.L-1
°° —+—0,125g.L-1
| —-0,250 g.L-1
010,00 —»—0,500 g.L-1
a
(@)
b 8,00
[a]
6,00+
4,00
2,00
L
0,00 ' '
0 24 48 72 96

Tempo de tratamento - h

(7b)

Figura 7 - Relagao entre a DQO final e a DQO inicial. 7a- corresponde variacao de DQO

da amostra sem o0 uso da crisotila e 7b a amostra com crisotila.

A Figura 8 mostra os resultados
do monitoramento de pH. O pH das
solugdes com corante azul brilhante
apresentou valores entre 4,59 a 5,20
(8a) nas solugbes sem o uso de
crisotila e 5,17 a 6,1 (8b)

solugdes com crisotila. Em geral, o pH

nas

das solucbes apresentou-se numa

faixa acida (abaixo de 7,00), com

12,00
10,00

8,00

pH

6,00
4,00

2,00

0,00 -
0 24

48
Tempo de tratamento - h

menor variagdao de valores de pH
quando se usou a crisotila como
suporte para os fungos, indicando
possivelmente que a presenca da fibra
silicatica ajuda a manter o pH das
de

menores, como pode ser observado

solucbes em faixas intervalos

em 48 h de tratamento na Figura 8b.

72 9
(8a)
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12,00

10,00

8,00

pH

6,00

4,00

2,00

0,00
0 24

Tempo de tratamento - h

48

72 96
(8b)

Figura 8 - Variacdo do pH durante o tratamento das solugdes com corante azul brilhante

sem o uso da crisotila (8a) e com o uso da crisotila (8b).

Nos procedimentos com e sem
crisotila foi observado, apos 72 h de
tratamento (Figura 8), que houve
maior variacao de intervalos de pH, o
que pode ser relacionado com a
producdo de PMS, como ja citado por
Aquino %, onde a biotransformacao
alterar a

do contaminante pode

estrutura da  matéria  orgénica
resultante, bem como alterar o pH das
amostras.

Essa faixa de pH que os caldos
filtrados apresentaram esta dentro do
intervalo de pH étimo para a atividade
MnP e LiP ©9,

da lacase, Ja foi

relatado que os fungos preferem
valores de pH (4,0-6,0) mais acido,
nesta faixa de

pois pH, as

fenoloxidases maior
estabilidade ©”.

A variacao e estabilizagdo do pH

apresentam

foram feitas com a producdo de

compostos de origem  flngica,

verificada com o aumento do pH no
efluente

tratamento do com os

fungos, sendo que a adicdo do meio
de cultura ndo foi responsavel direta
pela variagdo de pH, indicando que a
bioatividade flungica esta relacionada
a manutencdo de um pH ideal para
crescimento e sintese de
biocompostos.

Nos ensaios para lacase, em que
se usou a

seringaldazina como

substrato, ndo foi detectado a
atividade dessa enzima, o que ndo
pode afirmar que o G. applanatum
nao sintetize essa enzima, pois
somente uma anadlise de DNA pode
mostrar se o fungo é capaz de
sintetizar lacase.

Nos ensaios da  atividade
enzimatica de manganés peroxidase,
devido ao comprimento de onda do
produto da oxidacao do vermelho de
fenol (610 nm) ser muito préximo ao
comprimento de onda maximo do
corante (630 nm), bem como a alta
absorbéancia das solucGes do corante

azul brilhante, ndo foi possivel medir
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a atividade enzimatica, mesmo
diluindo-se a amostra, pois em
concentragcdes mais baixas dessa
enzima, mostrou-se indetectavel. O
fungo em estudo apresentou atividade
de MnP, conforme Songulashvili et al.

(8 e Tsujiyama e Minami ©9,

CONCLUSOES E CONSIDERAGOES
FINAIS

O uso de crisotila como suporte
para crescimento de fungos em meio
liquido, com o objetivo de aumentar a
producdo enzimatica teve resultado
importante, mostrando que a
interacdao entre fungo e crisotila e
entre crisotila e corante azul brilhante
apresentam perspectivas importantes.
Verificou-se maior producao de LiP
quando aumentou a concentracao do
corante, o] que indica que
concentragdes na faixa de 0,500 g L™
de corante, o fungo G. applanatum é
capaz de sintetizar LiP, viabilizando a
mineralizacao do contaminante
orgdnico em concentracbes mais
altas. A concentracdao de corante que
apresentou melhor resultado de
descoloracdo foi de 0,125 g L7,
usando-se a crisotila como suporte, o
que sugere uma interagao importante
entre o suporte silicadtico e o fungo.

Outra observacdao importante é a
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