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RESUMO

A industria téxtil é responsavel pela producdo de efluentes altamente concentrados
contendo grande quantidade de corantes provenientes das etapas de tingimento e
lavagem. Os corantes téxteis sdo substancias toxicas cujo descarte nos ecossistemas
aguaticos provoca iniumeros danos ao meio ambiente e riscos a saude humana. A
maioria dos métodos de tratamento ndo promove a degradacdo completa dos
corantes, por isso existe a necessidade em desenvolver novas estratégias. Uma delas
€ a biorremediacédo, que consiste no uso de microrganismos capazes de remover 0s
contaminantes do efluente. Muitas espécies de fungos tém essa capacidade, por isso
se apresentam como alternativa sustentavel para o tratamento de efluentes coloridos.
O presente trabalho objetivou avaliar o potencial da espécie Trametes lactinea na
descoloracéo do corante téxtil indigo carmim, utilizado no tingimento de pegas jeans,
cuja degradacdao eficiente é ainda um desafio. Esta espécie produz enzimas lacase,
uma enzima oxidase que degrada polimeros complexos e apresenta potencial para
degradar moléculas de corante. Um teste inicial de descoloracao, realizado em meio
liguido contendo o corante indigo carmim e discos de inoculo, revelou 47% de
descoloragédo apos 120 horas. Visando otimizar esse processo por acao enzimatica,
realizou-se um planejamento fatorial e um delineamento composto central rotacional
(DCCR) para encontrar condi¢cdes 6timas de atividade da lacase produzida por T.
lactinea. A partir dos resultados destes ensaios e da analise estatistica, a adicao de
0,4 mg de &cido tanico ao meio de cultivo e 120 horas de incubagdo foram as
condi¢des otimas encontradas. Assim, o fungo foi cultivado nessas condi¢des para
obtencdo de um extrato enzimético 6timo que em seguida foi utilizado para
descoloracéo do indigo carmim, em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL da solugéo
do corante e 5 mL do extrato. O extrato apresentou atividade maxima da lacase de
87,5 U/mL e 100% descoloracdo apos 15 dias. Espectroscopias na regido do
infravermelho (FTIR) e na regido do ultravioleta (UV-Vis) evidenciaram diferencas
entre 0s espectros das amostras controle e tratadas. Os dados obtidos apontam que
o fungo Trametes lactinea é capaz de descolorir solu¢cdes do corante indigo carmim
pelo mecanismo de degrada¢éo enzimatica e que a lacase produzida provavelmente

contribui com a biodegradacéao.

Palavras-chave: Descoloragdo; Biodegradacao; Corantes téxteis; Lacase.



ABSTRACT

The textile industry generates highly concentrated effluents, containing a lot of
synthetic dyes residues applied in the dyeing and washing processes. The textile dyes
are toxic compounds, so the effluent discharged in water bodies cause serious damage
to the environment and risks to the human health. Most effluent treatment methods do
not promote the complete degradation of these dyes, and for that reason, there is a
demand for the development of new strategies. One of the strategies is bioremediation,
which consists of the use of microorganisms that can degrade contaminants from the
effluent. Many species of fungi have this ability, therefore showing potential to be used
as a sustainable alternative for the treatment of colored wastewater. This research
aims to evaluate the potential of the fungus Trametes lactinea on the decolorization of
the textile dye indigo carmine, which is used to dye denim and is difficult to degrade.
This species produces laccases, oxidases that are capable of degrading complex
organic matter and have the potential to degrade dye molecules. The first
decolorization test, carried out in liquid medium containing indigo carmine dye and
fungal inoculum, revealed 47% decolorization after 120 hours. In order to optimize the
decolorization by enzymatic degradation, factorial design and central composite design
studies were conducted to determine optimal conditions for laccase activity produced
by T. lactinea. As a result of these studies and the statistical analysis, the addition of
0.4 mg of tannic acid to the medium and 120 hours of incubation were found to be the
best conditions. Therefore, the fungus was cultured under these conditions to produce
an optimum enzyme mixture to be used in the decolorization of indigo carmine dye,
carried out in Erlenmeyer flasks containing 50 mL of the dye solution plus 5 mL of the
enzyme mixture. 87.5 U/mL was the maximum laccase activity measured and it was
observed 100% decolorization rate after 15 days. FTIR and UV-Vis spectroscopies
highlighted differences between the spectra of the control samples and treated
samples. The findings indicate that Trametes lactinea enzymes can degrade indigo

carmine and that laccase probably plays a role in the biodegrading process.

Keywords: Decolorization; Biodegradation; Textile dyes; Laccase.
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1 INTRODUCAO

A atividade téxtil faz parte da histéria da humanidade e desempenha um papel
fundamental no fornecimento de roupas e acessorios para a populacdo. No entanto,
devido a producdo em larga escala, necessaria para atender as demandas da
populacdo e ainda seguir as tendéncias do mercado da moda, o setor téxtil é
atualmente um dos que mais poluem o meio ambiente, impactando, sobretudo, 0s
ecossistemas aquéticos (KISHOR et al., 2021; ALMEIDA; DILARRI; CORSO, 2016;
BERRADI et al., 2019).

A producéo de uma peca de roupa envolve muitas etapas, desde a producéo
da fibra téxtil até o tingimento e acabamento da peca. Durante o tingimento, séo
adicionados corantes sintéticos a fibra que, em seguida, passa por sucessivas
lavagens para retirada do excesso de corante. Esse excedente representa cerca de
15% do volume de corante aplicado e passa a compor o efluente téxtil, cujo destino
final sdo os corpos de agua (MOYO; MAKHANYA; ZWANE, 2022; ARDILA-LEAL et
al., 2021; BENTO et al., 2020; YADAV et al., 2021).

A presenca dos corantes no ambiente aquatico pode causar diversos danos,
como alteracbes no pH, transparéncia e temperatura da agua, aumento da
concentracédo de compostos organicos, causando a diminuicdo do oxigénio dissolvido
e 0 aumento da demanda bioquimica de oxigénio, o que pode desencadear 0 processo
de eutrofizacdo, além de tornar a agua imprépria para uso humano (BERRADI et al.,
2019; RAWAT et al., 2022). Além disso, os corantes téxteis sdo substancias toxicas
gue apresentam potencial cancerigeno, representando riscos a saude dos organismos
aquéticos e a saude humana (LELLIS et al., 2019; BABU et al., 2019; BERRADI et al.,
2019).

Assim, os efluentes devem passar por tratamento antes do descarte no meio
ambiente. No entanto, o tratamento para remocéo dos corantes é dificultado pelas
propriedades quimicas destes compostos. A presenca de anéis benzénicos e duplas
ligacbes em sua estrutura confere alta estabilidade molecular e resisténcia a
degradacédo (BENKHAYA; M'RABET; HARFI, 2020). Ou seja, o efluente téxtil continua
sendo um perigo para 0 meio ambiente mesmo depois de tratado (SHARMA,;
SHARMA; SONI, 2021; LELLIS et al., 2019). No Brasil, muitas fabricas de producéo

téxtil se concentram na regido Nordeste e representam uma atividade econémica
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extremamente importante para a regidao (BRAGA; ABREU, 2017; VIANA; ROCHA,;
NUNES, 2008). Alguns polos industriais, como o polo de jeans em Toritama (PE),
produzem efluentes bastante concentrados que quando descartados no ambiente
aquético geram inmeros impactos negativos (SANTOS et al., 2012; BRAGA; ABREU,
2017).

Nesse sentido, surge a necessidade de pesquisar e desenvolver métodos que
promovam maior eficiéncia dos tratamentos de efluentes téxteis, de maneira
sustentavel e econdmica. Uma das alternativas que apresenta bastante potencial € o
método de biodegradacdo dos corantes (KHAN et al., 2023). A biodegradacao € um
processo natural em que enzimas catalisam a conversédo de compostos organicos em
compostos simples. Muitas espécies de fungos produzem enzimas que catalisam a
degradacdo de compostos fendlicos e recalcitrantes e, de modo similar, podem ser
capazes de degradar moléculas de corante, como ja foi evidenciado por varios
trabalhos através de diferentes metodologias (KHAN et al., 2023; MISHRA; MAITI,
2019).

Os fungos do género Trametes recebem destaque nessa area. Sao fungos do
filo Basidiomycota que atuam na decomposicdo da madeira, degradando
componentes da parede celular, e produzem a enzima lacase (CARDOSO, 2023). A
lacase € uma multicobre oxidase que catalisa a oxida¢do do substrato com a reducao
do oxigénio a &gua. Sao enzimas de grande interesse industrial, pois conseguem atuar
sobre uma ampla variedade de substratos, sendo esta uma das principais vantagens
em sua utilizacdo (JOSHI et al., 2020; LIU et al., 2023). Diversos estudos descrevem
o potencial de espécies deste género na descoloracdo e degradacédo de corantes,
associados a atuacgdo da lacase (FERREIRA-SILVA et al., 2022; GRASSI et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2023; RAMIREZ-MONTOYA et al., 2015; XU et al., 2020).

Fundamentado por essa linha de pesquisa, o presente trabalho teve como
objetivo utilizar o fungo da espécie Trametes lactinea para promover a descoloracéo
do corante téxtil indigo carmim, um corante amplamente utilizado na industria téxtil,
responsavel pela famosa cor azul do jeans. Objetivou-se verificar se ocorre a
degradacdo das moléculas do corante por acdo de enzimas produzidas por esta
espécie e avaliar a influéncia de varios fatores sobre a producdo e atividade da lacase
produzida por T. lactinea, com o intuito de encontrar condi¢des 6timas para a atividade

desta enzima e para obtencéo de altos indices de descoloracéo.



14

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar cepa do fungo Trametes lactinea para descolorir solucdes do corante
téxtil indigo carmim, visando contribuir com conhecimento sobre o potencial de uso de

microrganismos na descoloracéo de efluentes industriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o indice de descoloracdo de solugbes contendo o corante téxtil

indigo carmim utilizando o fungo Trametes lactinea;

Determinar condi¢des 6timas para a atividade enziméatica a partir da analise da
influéncia de diferentes fatores na producao de proteinas sollveis totais e na atividade

de enzimas lacase por meio de um planejamento fatorial,
Investigar o papel da lacase na descoloracdo do corante téxtil indigo carmim;

Avaliar a biodegradacdo a partir da analise da estrutura do corante indigo
carmim apdés o tratamento fungico, pela espectroscopia de infravermelho e

espectroscopia no ultravioleta visivel.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 A industria téxtil e a poluicdo dos corpos de agua

A industria téxtil € uma das principais atividades econdmicas responsaveis pela
poluicdo hidrica, pois produz grandes volumes de &gua residual proveniente dos
processos industriais, contendo os mais diversos compostos quimicos utilizados
nesses processos, tais como sais, surfactantes, umectantes, dispersantes, fixadores
e residuos de corantes. A agua residual da atividade téxtil constitui o efluente téxtil,
altamente poluente, que é despejado nos corpos d’agua, afetando a saude e o
equilibrio dos ecossistemas aquaticos (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021,
ARDILA-LEAL et al., 2021; BOOM et al., 2022; BORAN et al., 2019).

A producdao téxtil ocorre em vérias etapas e cada uma delas requer a aplicagdo
de diversos produtos quimicos e grandes volumes de agua (MADHAYV et al., 2018).
Todo o processo se inicia com a producédo da fibra téxtil, que € a matéria-prima para
a fiacdo e producgéao dos tecidos, e que pode ser de origem natural, como o algodao,
ou sintética, como o poliéster, por exemplo (GUARATINI; ZANONI, 2000; NUNES,
2019).

A primeira etapa apés a tecelagem é a engomagem, que consiste em revestir
a fibra com substancias adesivas, como alcool polivinilico ou carboximetilcelulose,
formando uma camada protetora e melhorando a adesdo entre os fios. Essas
substancias sao removidas em seguida com a agcdo de enzimas bacterianas e/ou
substancias quimicas auxiliares, em geral de carater acido. A terceira etapa é a
limpeza da fibra com produtos alcalinos e a quarta etapa consiste no branqueamento
da fibra com peroxido de hidrogénio ou acido peracético. A etapa seguinte é a
mercerizacao, processo de aplicacdo de soda caustica para dar brilho, fortalecer a
fibra e aumentar a afinidade aos corantes que seréo aplicados na etapa seguinte, de
tingimento e estamparia (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021; NUNES, 2019).
Nesta etapa, sdo adicionados corantes e aditivos que auxiliam na fixacdo do corante,
havendo também um grande consumo de agua, que chega a 100 litros de efluente por
quilo de tecido (ALMEIDA,; DILARRI; CORSO, 2016). A ultima etapa é o acabamento,
onde sé&o adicionadas substancias para conferir resisténcia a radiagao ultravioleta,

manchas, atividade microbiana, calor, entre outros fatores que poderiam danificar a
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peca, e assim retardar o desbotamento do tecido (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU,
2021; KISHOR et al., 2021; NUNES, 2019).

Apos a adicdo dos corantes, a pe¢a passa por sucessivas lavagens industriais
para retirar o excesso de corante aplicado. Por isso, a etapa de tingimento € a principal
contribuinte para a carga poluente do efluente téxtil, pois mesmo com a acao de
agentes fixadores, os corantes ndo aderem completamente a fibra, gerando efluentes
coloridos contendo muitos residuos de corantes que ndo se fixaram (ADANE;
ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021; ALMEIDA; DILARRI; CORSO, 2016; NUNES, 2019;
RAMOS et al., 2021; RANE; JOSHI, 2021). Estima-se que 15% do corante aplicado
seja perdido nesse processo de lavagem pds-tingimento, o que corresponde a 200 mil
toneladas de corantes sendo descartados nos corpos d’agua anualmente,
considerando-se a producéo téxtil mundial (RAMOS et al., 2021; KISHOR et al., 2021;
JUTINICO-SHUBACH et al., 2022; AMEEN et al., 2021; BERRADI et al., 2019).

Como os corantes apresentam cor intensa, uma pequena quantidade dessas
substancias na agua ja é suficiente para causar enormes danos ao meio ambiente e
gerar impactos imediatos. A presenca do corante na dgua forma uma camada colorida
gue diminui a passagem da luz solar, afetando a atividade fotossintética de algas e
microrganismos que constituem os organismos produtores do ecossistema (ALMEIDA
et al., 2012; ARDILA-LEAL et al., 2021; RAMOS et al., 2021; WAGHMODE et al.,
2019). Essa situacao pode desencadear muitos outros problemas como a diminuigao
do alimento disponivel para os animais aquaticos que se alimentam dos
fotossintetizantes, e a diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido, afetando a
sobrevivéncia dos organismos naquele ambiente contaminado (ARDILA-LEAL et al.,
2021; KHAN et al., 2023).

O efluente téxtil € rico em residuos de corantes e muitos outros compostos
organicos utilizados nas diversas etapas de produc¢do, provocando também o aumento
da concentracdo de matéria organica na agua, alterando o pH, a salinidade e
aumentando a demanda bioquimica de oxigénio, uma medida que traduz o consumo
de oxigénio das bactérias decompositoras aerébias. Logo, a alta demanda indica um
alto consumo devido a presenca de muita matéria organica e a proliferacdo das
bactérias, podendo desencadear um processo de eutrofizacdo (ARDILA-LEAL et al.,
2021; BERRADI et al., 2019; SHARMA; SHARMA; SONI, 2021; SEHAR et al., 2022).

A composicao do efluente téxtil inclui também muitos compostos inorganicos, como
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hidréxido de sbédio, amdnia, cloretos, nitratos, e até mesmo metais pesados como
cromo, arsénico e zinco (BELTRAME, 2000; ARDILA-LEAL et al., 2021).

No Brasil, a industria téxtil se configura como um setor de grande importancia
social e econbmica, empregando milhdes de pessoas e colocando o pais como o 5°
maior produtor mundial de téxteis, com expressiva producédo em estados do Nordeste,
como Ceard, Pernambuco e Paraiba (ALMEIDA; DILARRI; CORSO, 2016;
CARDOSO; BESSEGATO; ZANONI, 2016; BRAGA; ABREU, 2017; VIANA; ROCHA,;
NUNES, 2008). Essa producéo elevada gera efluentes concentrados cujo descarte,
infelizmente, ainda é bastante falho, pois as empresas realizam o tratamento minimo
para evitar penalidades, ou pior, diluem o efluente para diminuir a intensidade da cor,
driblando a legislacédo e se eximindo da responsabilidade ambiental (ALMEIDA,
DILARRI; CORSO, 2016).

A norma que dispbe sobre as condi¢cbes de tratamento e lancamento de
efluentes em corpos d’agua é a Resolugao CONAMA n° 430/2011, que estabelece
critérios para o lancamento dos efluentes, como pH entre 5 e 9, remoc¢do minima de
60% da demanda bioquimica de oxigénio, temperatura inferior a 40°C, concentra¢cdes
maximas, em miligramas por litro, de compostos organicos e inorganicos, entre outras
exigéncias (Resolucdo CONAMA n° 430/2011). A resolucdo prevé também o
automonitoramento do efluente pelos responsaveis pela fonte poluidora, o que pode
facilitar alteragcbes nas amostras antes de serem levadas para os laboratorios
acreditados pelo INMETRO. Outro problema é a baixa fiscalizacdo por parte dos
orgdos ambientais estaduais (ALMEIDA; DILARRI; CORSO, 2016; GUARATINI;
ZANONI, 2000).

3.2 Corantes téxteis

Corantes sdo compostos organicos que modificam a cor do substrato ao qual
séo aplicados, sendo solluveis em agua ou solvente orgéanico. S&o utilizados para o0s
mais diversos fins na industria téxtil, farmacéutica, alimenticia, em cosmeéticos, entre
outros (ARDILA-LEAL et al.,, 2021; ZANONI; YAMANAKA, 2016). A molécula de
corante se caracteriza pela presenca de um grupo funcional que consegue absorver
luz no espectro visivel (400 - 700 nm). Este grupo é denominado croméforo e é o que
determina a cor do corante pela porcéo refletida da luz. Duplas ligacdes conjugadas

favorecem esse fendmeno, devido a deslocalizagdo dos elétrons (BENKHAYA,
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M'RABET; HARFI, 2020; MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2015). A molécula
apresenta também grupos auxiliares em sua estrutura chamados auxocromos, que
estdo ligados ao cromoforo e podem influenciar a solubilidade e a intensidade do
corante (BOOM et al., 2022; BENKHAYA; M'RABET; HARFI, 2020; BERRADI et al.,
2019; SEHAR et al., 2022).

Na atividade téxtil, o uso de substancias coloridas para tingir fibras e tecidos
data de pelo menos 2.000 anos a.C. Essas substancias eram obtidas de fontes
naturais, como raizes e frutos, mas com as demandas iniciadas no século XIX durante
a Revolucdo Industrial e a descoberta da mauveina, um corante acidentalmente
produzido pelo quimico William Perkin em 1856 e considerado o primeiro corante
sintético produzido, os corantes naturais comecgaram a ser substituidos pelos quimicos
sintéticos (ARDILA-LEAL et al.,, 2021; CARNEIRO; ZANONI, 2016; BENKHAYA,;
M’RABET; HARFI, 2020). As principais vantagens dos corantes sintéticos sdo a
producdo em grandes quantidades, sem a preocupagcdo com 0 esgotamento da
matéria prima, a estabilidade quimica das moléculas, o baixo custo de obtencéo e a
grande variedade de cores, muitas das quais dificilmente seriam encontradas ou
obtidas da natureza (ARDILA-LEAL et al.,, 2021; CARNEIRO; ZANONI, 2016;
POSTREL, 2021).

Um dos corantes mais antigos e bastante difundido na inddstria € o indigo
carmim. Originalmente, era obtido de forma natural das plantas do género Indigofera
sp. ou da Isatis tinctoria, mas atualmente é sintetizado para ser utilizado na industria,
especialmente na indastria téxtil para o tingimento de pecas jeans. Como sao pecas
bastante populares mundialmente e nunca saem de moda, existe uma grande
demanda para producao desse tecido e consequentemente para producao do corante
indigo carmim, responsavel por conferir a famosa cor azul caracteristica do jeans
(Figura 1). Estima-se uma producdo anual de 20.000 toneladas deste corante no
mundo, sendo o Brasil o segundo maior produtor (BOOM et al., 2022; CHOWDHURY
et al., 2020; VIANA; ROCHA; NUNES, 2008). E um corante que apresenta baixa
fixacdo a fibra, de modo que o volume perdido durante a lavagem industrial pode
chegar a 30% do que foi aplicado no tingimento, correspondendo a um desperdicio
aproximado de 2 milhdes de toneladas por ano, considerando-se a quantidade de
pecas jeans produzidas mundialmente (BABU et al., 2019; BUSCIO; CRESPI;
GUTIERREZ-BOUZAN, 2014). Por isso, os efluentes provenientes de grandes polos
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industriais s&@o bastante concentrados, apresentando coloracdo azul. E o que
acontece, por exemplo, no agreste de Pernambuco, em cidades famosas pela
producéo de jeans, como Toritama, Caruaru e Santa Cruz do Capibaribe, onde aguas
residuais de cor azul intensa poluem o rio Capibaribe (BRAGA; ABREU, 2017).

Figura 1 - Calcas jeans tingidas com o corante sintético indigo carmim.

Fonte: This Is the Real Reason Blue Is the Most Common Denim Color. Reader’s
Digest, 2022.

Os corantes séo classificados de acordo com a estrutura quimica do cromoforo
(Tabela 1) e, além disso, de acordo com o modo de fixacdo a fibra téxtil (Tabela 2). O
indigo carmim pertence a classe dos corantes indigbides, devido a sua estrutura
guimica que apresenta anéis benzénicos, dupla ligagédo e atomos de nitrogénio (Figura
2) (CHOWDHURY et al., 2020). E também classificado como um corante do tipo vat,
também chamados de corantes a cuba ou a tina, pelo modo como é fixado a fibra
téxtil, que ocorre com a adi¢cdo de uma solucéo alcalina para reduzir a molécula a uma
forma soltvel em agua (forma leuco), que posteriormente é oxidada por acdo do ar de
volta a sua forma original (GUARATINI; ZANONI, 2000; BOOM et al., 2022; BERRADI
et al., 2019; CHOUDHURY, 2017). Os corantes sao adicionados na etapa de
tingimento e precisam apresentar afinidade ao substrato que seré colorido, por isso
existem tantos tipos distintos de corantes que servem para colorir diferentes tipos de
fibora (CARDOSO; BESSEGATO; ZANONI, 2016).
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Figura 2 - Estrutura quimica do corante indigo carmim.
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Fonte: Chowdhury, M.F. et al. Current treatment technologies and mechanisms for

removal of indigo carmine dyes from wastewater: A review. Journal of Molecular

Liquids, v. 318, 2020.

Tabela 1 - Classificacdo dos corantes de acordo com a estrutura quimica.

Estrutura do

Classes ] Corantes
cromoforo
Azo N=N Disperse Red 13
Nitroso NO ou N-OH Acid Green 1
Nitro NO2z ou N-OH Acid Orange 3
o Anéis benzénicos com dois o )
Indigoide Indigo carmim

grupos NH e dois grupos C=0

) Anéis aromaticos com )
Antraquinona ] Reactive Blue 4
grupamentos carbonila

Compostos macrociclicos, )
Direct Blue 86

Ftalocianina o
formados por anéis isoindois
_ Cadeia de grupos -CH=em )
Metinas ) Basic Red 12
estrutura conjugada
Sulfurosos Estrutura de benzotiazol Sulphur Black 1
) Presenca de atomos de .
Metalizados Acid Black 180

cobre, cromio e cobalto

Fonte: Adaptado de Berradi et al., 2019; Carneiro; Zanoni, 2016; Nunes, 2019.
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Tabela 2 - Classificagdo dos corantes pelo modo de fixagéo a fibra téxtil.

L Principais tipos de
Classes Modo de fixagao a fibra _
fibras
Sintetizado sobre a fibra com
Azoicos impregnacdo por acao de um Algodao, viscose, poliéster

agente de acoplamento

o . Interacéo ibnica com a fibra o .
Acidos (anidnicos) Poliamida, 1&, seda

. . Interac&o ibnica com a fibra . . .
Basicos (catidnicos) L&, algodao, acrilico

Reducao a forma sollvel

(leuco), seguida de oxidacéo

A cuba/a tina/vat o Algodao, viscose, |a
de volta ao estado original
Dispersao por hidrélise sobre
Dispersivos a fibra Poliéster, poliamida, acrilico
Grupo eletréfilo que se liga
Reativos covalentemente a fibra Algodao, 1&, seda poliamida
Interagem com a fibra por
Diretos interacdes de Van der Waals Algodao, viscose, seda
Reducéo a forma sollvel
(leuco), seguida de oxidagdo
de volta ao estado original, Fibras celuldsicas (algodao,
De enxofre . ] ]
com formacgéo de pontes linho, viscose, etc.)
polissulfeto
Aplicado em forma de
Branqueadores suspensao Todas as fibras

Presenca de grupos hidroxila

i i ou carboxila que interagem .
Pré-metalizados i . L&, couro
com ions metalicos

Fonte: Adaptado de Guaratini; Zanoni, 2000; Carneiro; Zanoni, 2016.
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Diversos estudos relatam os efeitos toxicos dos corantes em animais aquaticos,
como microcrustaceos e peixes, e em algas e plantas aquaticas. Mortalidade das
larvas, inibicdo da reproducao e do crescimento sao alguns desses efeitos observados
nos animais, enquanto a inibicdo do crescimento e diminuicdo do contetdo de
proteina e de clorofila sdo alguns dos efeitos em organismos autotréficos (VACCHI et
al., 2016; SHARMA; SHARMA; SONI, 2021). Além disso, as moléculas de corante,
principalmente dos corantes pouco soluveis em agua, podem formar aglomerados e
causar danos fisicos, como diminuicdo da locomoc¢do em microcrustaceos (VACCHI
et al., 2016).

A toxicidade causada pela presenca desses compostos na agua decorre
também da quebra das moléculas sob condigBes anaerdbicas, gerando produtos que
podem ser ainda mais téxicos do que a molécula completa. E o caso dos corantes
azoicos, cuja degradacdo incompleta gera grupos amina que sao agentes
mutagénicos (ABADULLA et al., 2000; ALMEIDA; DILARRI; CORSO, 2016; MADHAV
et al., 2018).

Muitos corantes téxteis sdo também bioacumulativos. Ou seja, uma vez
absorvidos por um organismo podem ser passados adiante para outros organismos
da cadeia trdfica, inclusive para o ser humano, ao consumir peixes e outros frutos do
mar de ambiente contaminado. O contato ou a ingestado da agua contaminada pode
ocasionar problemas de pele, nauseas e problemas respiratorios, entre outros males,
além dos riscos de desenvolvimento de cancer, pois as moléculas de corantes sao
potencialmente mutagénicas (LELLIS et al., 2019; MOYO; MAKHANYA; ZWANE,
2022; FERNANDES; SALVADORI, 2016; KHAN et al., 2023; KISHOR et al., 2021;
BERRADI et al., 2019; SHARMA; SHARMA; SONI, 2021). Irritagcbes na pele e nos
olhos e complicag@es respiratdrias e gastrointestinais sdo alguns dos problemas que
podem ser provocados pelo contato com o corante indigo carmim (BABU et al., 2019;
BOOM et al., 2022).

Muitas comunidades utilizam agua dos rios para diversos fins, como banho,
lazer e pesca. Por isso, existe uma preocupacao real quanto a qualidade da agua
disponivel para a populacéo, e especialmente para as pessoas que lidam diretamente
com os cursos de agua (KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018).
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3.3 Tratamento de efluentes téxteis

Por conta dos riscos que os efluentes oferecem ao meio ambiente e a saude
humana, eles devem passar por estacfes de tratamento para reducdo da carga
poluente e da intensidade de cor. No entanto, existem ainda muitos desafios na
remediacdo desses efluentes relacionados a remo¢ao dos compostos quimicos e a
toxicidade dos residuos produzidos durante o tratamento (RAMOS et al., 2021;
CARDOSO; BESSEGATO; ZANONI, 2016).

Um dos grandes desafios na remoc¢ao dos corantes é a degradacao eficiente,
pois 0s corantes sdo substancias recalcitrantes, sintetizadas para resistir a
descoloragdo, altas temperaturas, atividade microbiana, entre outros fatores. Além
disso, existe a dificuldade em encontrar métodos abrangentes, que consigam remover
diferentes tipos de corantes com eficiéncia, pois os efluentes contém uma grande
diversidade de corantes que sao utilizados no tingimento, jA que sdo necessarios
corantes com caracteristicas especificas que permitam a adeséo a cada tipo de fibra
(ALMEIDA et al., 2012; CARDOSO; BESSEGATO; ZANONI, 2016). Um outro desafio
€ realizar a remediacdo sem gerar subprodutos mais ou igualmente toxicos as
moléculas originais. A degradacédo incompleta de corantes azo, por exemplo, produz
aminas aromaticas, que sao compostos toxicos, assim como alguns métodos fisico-
guimicos, como a ozonizagdo, utilizam reagentes toxicos e geram intermediarios
danosos ao meio ambiente (RANE; JOSHI, 2021; CARDOSO; BESSEGATO;
ZANONI, 20186).

Portanto, o método ideal seria aquele que conseguisse promover a maior taxa
de descoloracéo, com degradacédo das moléculas de diferentes tipos de corantes, sem
gerar produtos toxicos da reacdo de degradacao, e que tenha bom custo beneficio,
unindo baixo custo de operacdo e manuten¢cao no menor tempo possivel. Os métodos
mais eficientes sdo aqueles que chegam perto disso, ou que atendam ao maior
namero desses critérios (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021; KATHERESAN;
KANSEDO; LAU, 2018).

No cenario real, os métodos de remediacéo dos efluentes téxteis sao variados
e o tratamento do efluente pode ocorrer a partir da combinacéo de diferentes métodos,
visando atingir o maximo de eficiéncia dentro das possibilidades existentes. Esses

métodos podem ser de natureza fisica, quimica ou biolégica e o principal objetivo é
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transformar as substancias poluentes em compostos indcuos (Tabela 3) (ADANE;
ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021; ALVES et al., 2019; KATHERESAN; KANSEDO; LAU,

2018; MOYO; MAKHANYA; ZWANE, 2022; PEREIRA et al., 2010).

Tabela 3 - Métodos fisicos, quimicos e biologicos utilizados na remediacao de
efluentes e suas vantagens e desvantagens.

Métodos fisicos

Vantagens

Desvantagens

Adsorcéao
Filtracdo

Flotacao

Alta eficiéncia e afinidade pelos
poluentes
Remocéo eficiente
Remocéo eficiente de sodlidos e

matéria organica

Custo elevado
Producéo de lodo concentrado

Geracéo de lodo residual

Métodos quimicos

Vantagens

Desvantagens

Foto catalise

Oxidagéo

Ozonizagéo

Reagentes acessiveis e nao

toxicos
Alta estabilidade

Estado gasoso, nao altera o

volume do efluente

Baixa eficiéncia na remocgao
de corantes
Custo elevado; geracéo de
subprodutos indesejados
Custo elevado; producéo de

subprodutos téxicos

Métodos bioldgicos

Vantagens

Desvantagens

Biodegradacéo

Biossorcéo

Processos aerobios e

anaerobios

Degradacéo eficiente; baixa
producéo de subprodutos

indesejaveis

Econdmico; material pode ser
reutilizado
Eficiéncia na remocédo de DBO
(aerdbios); baixa producgéo de

lodo (anaerdbios)

Controle constante das
condicdes; alguns corantes
sdo resistentes a degradacgdo
biolégica
Geracao de biomassa
contaminada

Baixa degradacéo de corantes

Fonte: Adaptado de Adane; Adugna; Alemayehu, 2021; Ardila-Leal et al., 2021; Cardoso; Bessegato;

Zanoni, 2016.

Adsorcdo, filtracdo e remocdo por troca ibnica sdo alguns dos métodos de

natureza fisica utilizados e apresentam vantagens como a facilidade de operacéo e
aplicabilidade a uma ampla variedade de corantes. Porém, apresentam desvantagens
como o alto custo operacional, manutencéao frequente, geracédo de lodo residual e
baixa eficiéncia na remocdo de corantes (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021;
KHAN et al., 2023).
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Os métodos quimicos consistem em processos de oxidacdo, como foto catalise
e 0zonizacgao, que sao bastante eficazes, mas também costumam ser dispendiosos e
geram subprodutos que podem ser igualmente toxicos as moléculas de corante
(KHAN et al., 2023; KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018).

De maneira geral, as técnicas convencionais que utilizam métodos fisico-
guimicos sdo suficientes para atingir os parametros estabelecidos pelos 6rgaos
ambientais, mas nenhum método promove a remog¢édo completa dos contaminantes.
Muitos métodos diminuem a cor e a concentracdo de corantes e demais poluentes,
sem necessariamente degradar as moléculas. Ou seja, o efluente, mesmo apos
tratamento, ainda contém estruturas quimicas téxicas e cancerigenas e é descartado
nos ecossistemas aquaticos (SHARMA; SHARMA; SONI, 2021; LELLIS et al., 2019).
Além disso, a maioria dos métodos empregados apresentam alto custo, necessitam
manutencdo constante ou produzem também residuos ndo biodegradaveis, entre
outras limitacdes (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021).

Os métodos de natureza bioldgica se apresentam como alternativas mais
sustentaveis devido a utilizagdo de microrganismos, ou enzimas produzidas pelos
microrganismos, consumindo e gerando produtos que séo biodegradaveis. Bactérias,
fungos e algas sdo alguns dos organismos utilizados. Algumas vantagens desses
métodos sdo 0 menor custo e a infraestrutura mais simples, em comparacdo aos
processos fisico-quimicos (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021). Existem
processos aerdbios, como o de lodo ativado que é bastante utilizado na inddstria com
0 objetivo de remover residuos por decantacéo, apresentando boa eficiéncia e baixo
custo. Existem também o0s processos anaerobios, que utilizam biodigestores onde
ocorrem as reacdes de decomposicao de compostos biodegradaveis, produzindo gas
carb6nico ou metano. No entanto, nem 0s processos aerébios nem os anaerdbios sdo
eficientes quanto a remocéao de corantes (BELTRAME, 2000; BORAN et al., 2019).

Para atuar na remediacdo dos corantes, biossorcao e biodegradacdo sao os
principais processos promissores em tratamentos biologicos. A biossorcao consiste
na utilizacdo da biomassa como matriz para adsor¢cdo dos poluentes, podendo ser
utilizada a biomassa viva ou morta. J4 na biodegradacéo, a remoc¢éo dos poluentes
ocorre por acao das enzimas produzidas e secretadas pelos microrganismos, capazes
de catalisar a quebra das ligagfes das moléculas dos compostos, convertendo-os em
compostos simples e outros subprodutos (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021).
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Esses métodos também apresentam desvantagens, como a producao de lodo
residual, devido ao crescimento excessivo do microrganismo, ou a utilizacdo de
microrganismos que precisam de condi¢cdes especificas a serem mantidas, exigindo
manutengd@o e controle constantes das condi¢des. Além disso, métodos biologicos
sozinhos podem ndo ser suficientes para a remocao de todos 0s compostos
envolvidos nos processos industriais, necessitando a combinagcdo com outros
métodos (ADANE; ADUGNA; ALEMAYEHU, 2021). O tempo necessario para que a
biodegradacdo ocorra e a baixa producdo enzimatica para escala industrial séo
também algumas limita¢des, por isso alguns métodos sdo considerados lentos para
aplicacao industrial (ARDILA-LEAL et al., 2021; TAPIA-TUSSELL et al., 2011).

Solugbes vém sendo desenvolvidas para minimizar essas limitagbes, a
exemplo da tecnologia de cultura imobilizada, que permite o controle do crescimento
e 0 reaproveitamento da cultura, ou a utilizacdo de mediadores redox para acelerar a
degradacéo dos corantes (ALAM et al., 2023; ARDILA-LEAL et al., 2021; BIRHANLI
et al., 2022; RANE; JOSHI, 2021).

3.4 Fungos como biorremediadores de efluentes industriais
3.4.1 Ecologia e metabolismo de fungos

Os fungos sao organismos eucariontes, quimio-heterotréficos, uni ou
multicelulares, e suas células séo caracterizadas pela parede celular composta pelo
polissacarideo quitina. Os fungos multicelulares apresentam estrutura vegetativa,
onde estdo as células envolvidas no crescimento e catabolismo, e as estruturas
reprodutivas, relacionadas a reproducédo, que pode acontecer de forma sexuada ou
assexuada. A massa celular € chamada de colbnia e € composta por hifas, que sao
filamentos de vérias células conectadas capazes de crescer a ponto de formar uma
massa filamentosa macroscépica chamada micélio (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Estes organismos secretam enzimas no meio extracelular e essas enzimas
clivam as ligacdes de moléculas organicas complexas, convertendo-as em moléculas
simples. As células fungicas absorvem as micromoléculas produzidas na reacéo e

assim obtém energia. Muitos fungos sdo capazes de metabolizar carboidratos
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complexos, 0 que permite que cresgcam em ambientes desfavoraveis a outros
organismos (MADIGAN et al., 2016; MOSTAFA et al., 2019).

Em geral, sdo microrganismos aerébios, como é o caso da maioria dos fungos
filamentosos, ou anaerébios facultativos, como as leveduras, mas existem algumas
poucas espécies anaerébias. Podem crescer em ambientes de condi¢cbes
consideradas adversas para a vida, como baixa umidade, pH acido e salinidade alta
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Os fungos sdo de extrema importancia ecolégica uma vez que atuam como
decompositores, promovendo a ciclagem de matéria organica e atuando na
manutencdo do equilibrio biolégico do ecossistema. Além disso, estabelecem
importantes relacdes com plantas, auxiliando a absor¢cdo de minerais do solo pelas
raizes, e com algas formando liquens, que muitas vezes sdo 0s primeiros organismos
a colonizar espacos, tornando ambientes indspitos em locais mais propicios ao
estabelecimento de outros seres vivos e uma futura comunidade climax (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2017; MARQUETE, 2012).

O Reino Fungi é dividido em cinco grandes grupos: Chytridiomycetes,
Zygomycetes, Glomeromycetes, Ascomycetes e Basidiomycetes. Este ultimo grupo é
bastante diverso, incluindo mais de 30.000 espécies descritas, e sua principal
caracteristica é a presenca de uma estrutura reprodutiva chamada basidio, onde os
esporos sao formados. Os principais fungos decompositores da madeira pertencem a
este filo e podem ser classificados como fungos de podridao branca ou fungos de
podriddo marrom (ANDRADE, 2011).

A espécie Trametes lactinea (familia Polyporaceae, ordem Polyporales, classe
Agaricomycetes, filo Basidiomycota) € uma das espécies relacionadas a podriddo
branca da madeira. Macroscopicamente, apresenta basidioma espesso que é
esbranquicado quando jovem e que passa a ter tons cinzas quando maduro (Figura
3). Microscopicamente, apresenta hifas conectivas e basidiosporos em formato
cilindrico. E uma espécie de distribuicdo pantropical que ja foi registrada em paises
como Brasil, Jamaica, Guiana, Venezuela, Africa do Sul, Filipinas, Australia e China.
No Brasil, ha registros nos estados do Acre, Amazonas, Para, Pernambuco, Rondonia,
Sergipe e Sao Paulo (HAO et al., 2021; PINTO, 2006; MADIGAN et al., 2016; XU et
al., 2020; ANDRADE, 2011; FERNANDES et al., 2024).
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Figura 3 - Aspecto macro morfolégico do fungo Trametes lactinea em
ambiente natural.

Fonte: Trametes lactinea Berk. Global Biodiversity Information Facility, 2024.

Assim como outras espécies de fungos envolvidos na decomposicéo branca da
madeira, T. lactinea produz enzimas ligninoliticas, incluindo as enzimas lacases, que
sdo enzimas que atuam na degradacdo de compostos fendlicos, como a lignina, e
apresentam potencial para degradar moléculas de corantes sintéticos. Varios estudos
relatam a producdo de lacases pela espécie T. lactinea e o potencial de utilizacédo
dessa espécie e de outras do género na remediacédo dos efluentes e na degradacéo
de corantes (ABADULLA et al.,, 2000; ALAM et al.,, 2023; AMARAL et al., 2004,
ANDRADE, 2011; BAKAR et al., 2023; CAVALCANTE et al., 2021; FERREIRA-SILVA
et al.,, 2022; GRASSI et al., 2011; NEVES et al., 2013; NYANHONGO et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2023; RAMIREZ-MONTOYA et al., 2015; SI; PENG; CUI, 2013; XU
et al., 2020; YEMENDZHIEV; ALEXIEVA; KRASTANOV, 2009).

3.4.2 Potencial biotecnologico dos fungos

Os fungos produzem enzimas que catalisam a degradacdo de moléculas
complexas em moléculas simples que sdo metabolizadas como fonte de carbono e
energia. Este mecanismo natural pode ser aproveitado com um viés biotecnolégico na
remediacdo de efluentes poluidos, pois essas enzimas podem ter a capacidade de

degradar moléculas de corante, que também sdo complexas e de dificil degradacéo
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(ALMEIDA et al., 2012; ARDILA-LEAL et al., 2021; CAVALCANTE et al.,, 2021;
FERREIRA-SILVA et al., 2022; SOARES, 2013; XU et al., 2020).

A biorremediacdo com fungos pode ocorrer por biossorcao e biodegradacao,
sendo esta a alternativa que se baseia na acdo das enzimas sobre o substrato
poluente. As principais enzimas com potencial para degradar corantes sao as enzimas
polifenoloxidases, pois catalisam a degradacdo de compostos fendlicos e muitos
corantes sdo formados por estruturas fendlicas (ALMEIDA et al., 2012; SOARES,
2013). As enzimas ligninoliticas sdo um grupo de polifenoloxidases que degradam a
lignina, um polimero de estrutura complexa e resistente, sendo a lignina peroxidase,
manganés peroxidase e lacase as trés principais enzimas ligninoliticas (ZACCARIA,
2017). Essas enzimas apresentam potencial de uso na remediagcdo dos efluentes
(ARDILA-LEAL et al., 2021; FERREIRA-SILVA et al., 2022).

Dentre os grupos de enzimas ligninoliticas, o grupo das lacases (EC 1.10.3.2)
€ bastante investigado quanto ao seu potencial de degradacdo das moléculas de
corantes. Sao enzimas oxidases que apresentam atomos de cobre em sua estrutura
(Figura 4), em geral quatro atomos, e catalisam as rea¢des a partir da reducédo do
oxigénio a agua. Apdés quatro ciclos de oxidag&o, ocorre a reducédo de uma molécula
de oxigénio e a formacdo de duas moléculas de agua (VIIKARI et al., 2009;
CARDULLO; MUCCILLI; TRINGALI, 2022) (Figura 5). Estdo envolvidas nao sé na
degradacdo e mineralizacdo da lignina, mas também em outros processos como a
formacdo do basidiocarpo e sintese de pigmentos (ARDILA-LEAL et al., 2021).
Apresentam baixa especificidade ao substrato, de modo que podem agir sobre uma
variedade de substratos, inclusive compostos nao-fendlicos, o que é bastante
interessante do ponto de vista industrial (AMARAL et al., 2004; BAKAR et al., 2023;
MANDIC et al., 2019; Sl et al., 2021).
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Figura 4 - Estrutura tridimensional da enzima lacase (Laclllb, obtida do fungo
Trametes versicolor). As esferas azuis 1, 2, 3a e 3b representam os atomos de
cobre.

Fonte: Bertrand, T. et al. Crystal Structure of a Four-Copper Laccase Complexed
with an Arylamine: Insights into Substrate Recognition and Correlation with
Kinetics. Biochemistry, v. 41, n. 23, 2002.

Figura 5 - Reacao geral de oxirreducdo de compostos fendlicos catalisada
pela enzima lacase.

OH 0

Laccase
4 + GE = 4 + EHEG

Fonte: Cardullo, N.; Muccilli, V.; Tringali, C. Laccase-mediated synthesis of bioactive natural

products and their analogues. RSC Chemical Biology, v. 3, n. 614, 2022.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia de
Microrganismos, localizado no Departamento de Biologia Molecular (DBM) do Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN), localizado no Campus | da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

4.1 Microrganismo

A espécie Trametes lactinea € um fungo filamentoso que se destaca dentro do
grupo de pesquisa, apresentando potencial na descoloragcédo de corantes sintéticos e
na producao da enzima lacase, e por isso foi considerado para este trabalho. Ferreira-
Silva et al. (2022) e Santana (2022) demonstraram o potencial de uso dessa espécie
na descoloragdo do corante indigo carmim. A cepa utilizada nos experimentos ja havia
sido coletada por Ferreira-Silva et al. (2022) no campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), em regido de Mata Atlantica, em 2019, e depositada na Colecéo
de Culturas Micoteca URM, do Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias
da UFPE. Para o presente trabalho, a cepa, que estava estocada no laboratério sob
refrigeracdo, foi repicada em placas de Petri em meio Bushnell Haas Agar (BHA), que

foram incubadas na estufa a 30°C por 7 dias para crescimento da cultura.
Screening da producéo da lacase por Trametes lactinea

Para avaliar o potencial da espécie na descoloracao do corante indigo carmim,
foi realizado um teste em meio liquido Sabouraud Dextrose contendo solucdo do
corante, preparada na concentracao de 25 ppm. Em dois frascos de Erlenmeyer de
50 mL, foram adicionados 10 mL do meio, 5 mL da solugcdo de corante e trés discos
de 9 mm da cultura crescida em BHA, em cada frasco. Antes da inoculacéo, foi
realizada a autoclavagem do meio com corante a 121°C por 15 minutos. Os frascos
ficaram incubados na estufa a 30°C por 120 horas, juntamente com o controle
negativo, constituido por 10 mL do meio liquido e 5 mL da solugdo de corante, sem

adicdo do microrganismo.

Apbs as 120 horas de incubacgéo, os ensaios foram filtrados em filtros de papel
e centrifugados para obtencéo do sobrenadante, utilizado como amostra para leitura

de absorbéancia no espectrofotdbmetro. Os valores de absorbancia foram utilizados
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para calcular o percentual de descoloragéo (Equacao 1). As leituras foram feitas em

duplicata e os calculos foram feitos com base na média de absorbancia.

Equacéo 1 - Calculo do percentual de descoloracdo do corante.

D (%) — [Abs controle—Abs amostra

]x100

Abs controle

Onde:
Abs controle — valor de absorbancia da amostra controle;

Abs amostra — valor de absorbancia da amostra tratada.

4.2 Corante indigo carmim

O corante utilizado foi o corante sintético indigo carmim adquirido
comercialmente da empresa Sigma-Aldrich. Foi realizada uma varredura do
corante no espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 380 nm a 700 nm,
fazendo a leitura a cada 10 nm, para verificar em qual comprimento de onda ocorre
maior absorbancia. A solugdo do corante utilizada para fazer a varredura foi

preparada na concentracao de 25 ppm.

A varredura revelou um pico de absorbancia em 610 nm (Figura 6),
corroborando informacdes de outros trabalhos realizados com o corante indigo
carmim (BOOM et al., 2022; GUPTA et al., 2022; ALENCAR; ARAUJO, 2020; BORAN
et al., 2019; RAMYA; ANUSHA; KALAVATHY, 2008). Por isso, as amostras dos
ensaios de descoloracdo foram lidas no espectrofotdbmetro nesse comprimento de

onda, para célculo do percentual de descoloracdo (Equacao 1).
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Figura 6 - Grafico da varredura do corante indigo carmim (solucéo de 25
ppm), evidenciando o pico de absorbancia no comprimento de onda 610 nm.

Fonte: a autora (2022).

4.3 Ensaios enzimaticos e testes de descoloracdo para determinacdo de

condicfes otimas
4.3.1 Planejamento fatorial fracionario 251

Foi realizado um planejamento fatorial a fim de avaliar a influéncia de algumas
variaveis sobre a atividade da lacase produzida por T. lactinea. Cinco variaveis
independentes foram consideradas e o planejamento foi do tipo fracionario 25! com 3
repeticdes do ponto central, totalizando 19 ensaios. As variaveis independentes foram:
concentracdes de glicose, farelo de trigo, acido tanico, sulfato de cobre e tempo de
cultivo em dias (Tabela 4). A variavel resposta mensurada foi a atividade da enzima
lacase. A matriz do planejamento foi obtida com o auxilio do software Statistica versao
7.0 (Tabela 5).
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Tabela 4 - Variaveis independentes e os niveis avaliados no planejamento

fatorial 251,
. Acido Solucdo de Tempo de
Glicose Farelo de _ _
- 90 (@) tanico CuS04.5H0  cultivo
g trigo (g .
(mg) IM (L) (dias)
Nivel (-) 0,025 0,25 0,2 200 5
Nivel (+) 0,075 0,75 0,4 500 15
Ponto
0,050 0,50 0,3 350 10
central

Fonte: a autora (2024).

Tabela 5 - Matriz do planejamento fatorial 2> evidenciando os niveis
avaliados para cada variavel nos ensaios.

i Solucéao de
Farelo de Acido Tempo de
Ensaios Glicose CuS04.5H20
trigo tanico cultivo
1M
1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1
4 1 -1 -1 1
5 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1
7 -1 1 1 -1 1
8 1 1 -1 -1
9 -1 -1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 1 1
11 -1 -1 1 1
12 1 1 -1 1 -1
13 -1 -1 1 1 1
14 1 -1 1 1 -1
15 -1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0

Fonte: a autora (2024).
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Esses ensaios foram realizados em meio minimo preparado a partir de
adaptacdes do meio de Olga et al., 1998 (OLGA et al., 1998; VISWANATH et al.,
2008), contendo (por litro): 0,6 g de KH2PO4, 0,001 g de ZnSO4, 0,04 g de K2HPOa4,
0,05 g de MnSQOg4, 0,05 g de MgSOg4; pH 4,5. Para esses ensaios, a cepa foi repicada
em placas de Petri em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e incubada por 7 dias, na

estufa a 30°C, para obtencdo de uma cultura nova como fonte de inéculo.

Em cada um dos 19 frascos, correspondentes a cada ensaio do planejamento,
foram adicionados 50 mL do meio e dois discos de 9 mm da cultura fungica crescida
em BDA. Além disso, foram adicionados os fatores glicose, farelo de trigo, acido tanico
e sulfato de cobre pentahidratado conforme as quantidades descritas na matriz do
planejamento para cada ensaio. Todos 0s ensaios foram incubados no shaker com
agitacao de 50 rpm, na temperatura de 30°C, e o tempo de incubacéo variou conforme
a matriz do planejamento. Ao final do tempo para cada ensaio, os frascos eram
retirados do shaker, os ensaios eram filtrados em filtros de papel e centrifugados (120
rpm por 10 minutos) para obtencéo de amostras do extrato enzimatico produzido pelo
fungo. As amostras foram utilizadas para fazer a dosagem de proteinas sollveis totais

e da enzima lacase.
Quantificacédo da lacase

A metodologia de dosagem da enzima lacase consistiu em adicionar 1000 pL
de solucéo tampéo de acetato de sodio (concentracdo 50 mM e pH 5,5), 600 pL de
substrato ABTS [2-2’-azino-bis (3-etilbentiazolina-6-acido sulfénico)], na concentracao
de 1,6 mM, e 600 pL do extrato enzimatico em tubos de eppendorf. Os tubos ficaram
no banho maria a 37°C por 10 minutos e em seguida foram colocados no
espectrofotdmetro para leitura da absorbancia no comprimento de onda de 420 nm. A
amostra branca foi composta apenas pela solucdo de tampédo acetato de sodio
(BOURBONNAIS et al., 1997).

Quantificacdo das proteinas sollveis totais

A dosagem de proteinas totais foi feita pelo método de Bradford, com adicéo
de 1500 pL de agua destilada, 200 uL do reagente de Bradford e 200 pL do extrato
enzimatico em tubos de eppendorf, deixados no abrigo da luz por 15 minutos e
realizacdo da leitura de absorbancia no espectrofotbmetro no comprimento de onda
595 nm. O branco foi composto por agua destilada (BRADFORD, 1976).
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Os valores de absorbancia foram utilizados para calcular a unidade de atividade
enzimatica (Equacédo 2) (ZACCARIA, 2017), com base na absortividade molar do
ABTS (€4200nm = 36.000 M 1. cm?). A unidade de atividade enzimatica (U/mL) foi
definida como 1 pumol do produto da reacao formado por minuto (BOURBONNAIS et
al., 1997).

Equacédo 2 - Calculo da atividade enzimatica em unidade por litro.

U _Abs.t.Vt.10°
L . Va

Onde:

Abs — valor da absorbéncia da amostra;

t — tempo de reacdo (minutos);

Vt — volume total da reacao (mL);

Va — volume da amostra (mL);

¢ — coeficiente de absortividade molar do substrato ABTS;
10° — converséo de U/L em U/mL.

A concentracdo de proteinas foi determinada pela equacdo da curva-padrao
feita previamente com solucdo de albumina (R? = 0,9737) utilizando os valores de

absorbancia obtidos da leitura no espectrofotdmetro pelo método de Bradford.
Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita através da analise de Pareto, que permite verificar
guais parametros testados afetam significativamente a variavel resposta, nesse caso,

a atividade da lacase. A analise foi realizada no software Statistica 7.0.

4.3.2 Teste de descoloracdo utilizando extratos obtidos dos experimentos do

planejamento fatorial fracionario 251

Foram obtidas amostras a partir do filtrado de cada um dos 19 ensaios do
planejamento fatorial para realizar testes de descoloracdo do indigo carmim. Em 19
frascos Erlenmeyer, foram adicionados 50 mL de solucdo do corante indigo carmim
(2,35 mg/mL) e 15 mL de extrato enzimatico, obtido de cada ensaio do planejamento

fatorial. Preparou-se uma solugéo controle com 50 mL do corante e 15 mL de agua
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destilada. Os frascos foram incubados a 35°C por 48 horas em agitacao de 50 rpm.
Apoés este periodo, foi feita a leitura da solucao controle e das amostras descoloridas
no espectrofotdmetro em 610 nm, pico de absorbancia do indigo carmim. Os valores
de absorbancia foram utilizados para calcular os percentuais de descoloracao
(Equacéo 1).

4.3.3 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Os dados obtidos do planejamento fatorial fracionario serviram como base para
a realizacdo de um delineamento composto central rotacional (DCCR), visando
encontrar as condi¢des Otimas de cultivo para a atividade enzimatica por T. lactinea.
Essa metodologia permite chegar a regido do 6Otimo a partir da realizacdo de
experimentos sequenciais que representam uma amostra da regidao experimental,
possibilitando economia de tempo e recursos (MATEUS; BARBIN; CONAGIN, 2001).

A andlise de Pareto do planejamento fatorial revelou significancia dos fatores
concentracdo de acido tanico e tempo de cultivo em dias. Nesse sentido, o DCCR
considerou apenas essas duas variaveis independentes, com 5 niveis (Tabela 6) para
cada e 3 repeticdes do ponto central, totalizando 11 ensaios, para a variavel resposta
atividade da lacase. A matriz do planejamento foi obtida com auxilio do software
Statistica (Tabela 7).

Tabela 6 - Variaveis independentes e os niveis avaliados no delineamento
composto central rotacional (DCCR).

. . Tempo de cultivo
Acido tanico (mg)

(horas)
Nivel (-1,41) 0,12 52
Nivel (-1) 0,2 72
Nivel O 0,4 120
Nivel 1 0,6 168
Nivel 1,41 0,86 188

Fonte: a autora (2024).
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Tabela 7 - Matriz do DCCR evidenciando os niveis avaliados para cada
variavel nos ensaios.

Ensaios Acido tanico Tempo de cultivo
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Fonte: a autora (2024).

Cada ensaio foi composto por 50 mL do meio minimo liquido, adaptado de Olga
et al. (1998), enriquecido com 0,025 gramas de glicose, 0,25 gramas de farelo de trigo
e 200 pL CuSO4 (1 M), autoclavados a 121°C por 15 minutos, com a posterior adi¢cao
de dois discos de 9 mm do fungo T. lactinea, previamente crescido em meio BDA. Em
seguida, adicionou-se acido tanico nas concentracbes descritas na matriz do
delineamento para cada ensaio e o tempo de incubacdo também variou de acordo

com a matriz. Os ensaios ficaram incubados no shaker, em agitagéo de 50 rpm.

Ao final do tempo de cultivo para cada ensaio, os frascos eram retirados do
shaker, os ensaios eram filtrados em papel filtro e as amostras obtidas eram utilizadas
para dosagem das proteinas sollveis totais e da lacase. As metodologias de dosagem
utilizadas foram as mesmas utilizadas nos experimentos do planejamento fatorial
(Figura 7).
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Figura 7 - Metodologia de dosagem da enzima lacase (7a) e metodologia de
dosagem das proteinas soluveis totais (7b).

ra P~ 7

1000 pL tampéo acetato de
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Fonte: a autora (2024).

4.4 Producao do extrato enzimatico nas condi¢des otimas de cultivo

Realizou-se um ensaio para obtencdo de um extrato enzimatico nas condi¢cdes
Otimas atingidas a partir dos experimentos anteriores (0,4 mg de &cido tanico e 120
horas de incubac&o). O fungo T. lactinea foi repicado em meio Sabouraud Agar em
placas de Petri, que foram incubadas na estufa a 30°C por 7 dias para crescimento do
microrganismo. O meio de cultivo foi o0 mesmo utilizado nos ensaios anteriores,
adaptado de Olga et al. (1998) e autoclavado (121°C, 15 minutos), e os ensaios foram
feitos em quintuplicata. Em cada um dos cinco frascos foram adicionados 50 mL do
meio, 0,025 gramas de glicose, 0,25 gramas de farelo de trigo e 200 uL de CuSO4 (1
M), assim como 0,4 mg de &cido tanico e dois discos de 9 mm do fungo crescido em
Sabouraud Agar. Os ensaios foram incubados no shaker, em agitagdo de 50 rpm, a
35°C, por 120 horas.

Apbs esse periodo de 120 horas, os ensaios foram retirados do shaker e

filtrados em papel filtro, para extracdo do complexo enzimatico produzido e liberado
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pelo fungo nas condi¢des Gtimas testadas. O filtrado constituiu o extrato enzimético
gue foi utilizado para promover a descoloracdo do corante indigo carmim. Além disso,
as amostras foram centrifugadas e submetidas aos testes de dosagem de proteinas
soluveis totais e de lacase, seguindo as mesmas metodologias utilizadas em etapas
anteriores deste trabalho (Figura 7).

4.5 Ensaio de descoloracdo do corante indigo carmim pelo extrato enzimatico

Para avaliar se a descoloragdo do corante indigo carmim ocorre por acao
enzimatica, sem a presenca de massa celular fungica, realizou-se um ensaio de
descoloracdo com o complexo enzimatico produzido por T. lactinea nas condi¢cdes
Otimas testadas (presenca de 0,4 mg de acido tanico e incubacédo por 120 horas). O
ensaio foi feito em quintuplicata, cada frasco contendo 50 mL da solu¢c&o do corante
indigo carmim, preparada na concentracao de 20 ppm, e 5 mL de amostra do extrato
enzimatico. A solucéo controle foi composta apenas por 50 mL da solucdo do corante

indigo carmim (20 ppm).

Os frascos foram incubados no shaker, em agitacdo de 50 rpm, a 30°C por 7,
15 e 21 dias. Ao final de cada tempo de ensaio, amostras eram retiradas para realizar
a leitura de absorbancia no espectrofotbmetro no comprimento de onda de 610 nm, e

assim calcular os percentuais de descoloracao (Equacgéao 1).

4.6 Analise da estrutura do corante indigo carmim

Também foram extraidas amostras para realizacdo de espectroscopia de
infravermelho e espectroscopia de ultravioleta (UV-Visivel), com o intuito de avaliar se
houve modificacdo da estrutura quimica das moléculas do corante nas solugbes
tratadas com o complexo enzimatico (YADAV et al., 2021; SOSA-MARTINEZ et al.,
2020).

A espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi a técnica usada e foi feita pela equipe do Laboratério de Andlises de
Compostos Organicos e Metais (LACOM), localizado no CCEN/UFPB Campus I. A
analise foi realizada por ATR (reflectancia total atenuada) com as amostras liquidas
retiradas dos ensaios tratados ap6s 7, 15 e 21 dias, e amostras do ensaio controle
retiradas apos 7, 15 e 21 dias também, na regido de 4000-600 cm™, 16 acumulacdes

e resolucéo de 4,0.
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A espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi realizada no
equipamento Multiskan GO/Thermo Scientific leitor de microplacas (modelo
KinecticLoopl) na faixa de 300 a 700 nm de comprimento de onda, que fica no
Laboratorio Multiusuério do DBM (LMDBM), no CCEN/UFPB Campus |.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio inicial de descoloracdo do indigo carmim pela espécie Trametes

lactinea

Esse experimento de descoloracdo e a varredura do corante indigo carmim
fizeram parte de um trabalho apresentado no Congresso Internacional de Salde e
Meio Ambiente - CINASAMA e publicado como capitulo de livro no ebook “Ciéncias
Naturais, Agrérias e Exatas: Pesquisa, tecnologia e aplicabilidade” de 2023 (SANTOS;
NASCIMENTO; SILVA, 2023).

O ensaio de descoloracéao revelou 47% de descoloracao do indigo carmim apoés
0s cinco dias de tratamento. Outros estudos também demonstraram a capacidade da
espécie T. lactinea e de outras espécies do mesmo género para descolorir solu¢des
coradas, com percentuais variados de descoloracdo. Ferreira-Silva et al. (2022)
avaliaram a descoloracéo do corante indigo carmim com discos dos fungos T. villosa
e T. lactinea, obtendo 96,11% com T. villosa, e 81,40% e 85,09% com T. lactinea apos
120 horas. Oliveira et al. (2023) avaliaram a descoloragao do efluente téxtil obtido de
um polo industrial de jeans com varias cepas fungicas, tendo a cepa de T. lactinea
descolorido 51,35% do efluente apdés 5 dias. Oliveira et al. (2010) avaliaram a
descoloracédo de diferentes corantes sintéticos adicionando discos de micélio de T.
villosa as solugdes coloridas e obtiveram descoloragdo méaxima de 92% do corante

amarelo cibracron em meio suplementado com sacarose em um periodo de 24 horas.

No presente trabalho, foi observada adsor¢cao do corante pela biomassa, pois
0 micélio passou a apresentar tom azul, corroborando outros trabalhos realizados com
diferentes espécies do género Trametes. A maioria dos trabalhos verificam que a
biossorcdo acontece, mas geralmente contribui pouco para 0 processo de
descoloragdo, ndo sendo considerado o principal mecanismo de descoloracdo
observado para esses fungos (ABADULLA et al., 2000; LIBRA; BORCHERT; BANIT,
2003; ORTIZ-MONSALVE, 2015; CARDOSO, 2023; PERTIWI; DEWI; SARI, 2020).
Assim, 0s experimentos seguintes foram realizados visando otimizar o processo de

descoloragéo por degrada¢do enzimatica.
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5.2 Avaliagdo da influéncia das variaveis glicose, farelo de trigo, &cido tanico,

sulfato de cobre e tempo de cultivo na atividade enzimatica

Sabe-se que muitos fatores podem acelerar ou prejudicar o processo de
descoloragdo, por exercerem influéncia no metabolismo do microrganismo em
guestao (ALAM et al., 2023; ALMEIDA et al., 2012). Objetivando avaliar a influéncia
de alguns fatores sobre a atividade enzimatica por T. lactinea, realizou-se o
planejamento fatorial do tipo fracionario 2°>!. O planejamento fatorial é uma
metodologia de triagem que permite avaliar a influéncia de um grande numero de
fatores sobre uma variavel resposta a partir de um niimero reduzido de ensaios, além
de considerar as inter-relacfes entre as variaveis (CUNICO et al., 2008; SILVA et al.,
2023; MATTIETTO; MATTA, 2012).

As variaveis independentes avaliadas foram as concentracdes de glicose,
farelo de trigo, acido tanico, sulfato de cobre e o tempo de cultivo. O &cido tanico atua
como substrato indutor da producédo de lacase (ALMEIDA et al., 2012), e a glicose
serviu como uma fonte de carbono extra, o que pode melhorar a performance do fungo
na producéo de enzimas, algo discutido e sugerido em outros trabalhos (AMARAL et
al., 2004; AMEEN et al., 2021). O farelo de trigo € obtido do gréo de trigo. Por isso,
contém lignina além de ser rico em carboidratos, incluindo a celulose, atuando como
fonte de nutriente para o fungo e fornecendo substrato para a lacase. O sulfato de
cobre pode atuar como indutor da produgéo de lacase por ser uma fonte de cobre,
elemento necessario para sua atividade, jA que compde o sitio catalitico da enzima
(XU et al., 2020; BERTRAND et al., 2002).

Detectou-se a producédo e atividade de lacase por T. lactinea nas diferentes
condicbes testadas nos experimentos do planejamento fatorial, com resultados
bastante variados (Tabela 8) (Figura 8). Observa-se que a maioria das amostras que
tiveram os valores mais expressivos de atividade enzimética ficaram incubadas por 5
dias (120 horas) e tinham 0,4 mg de acido tanico, o que sugere que concentracdes de
acido tanico abaixo de 0,4 mg podem nao ser suficientes para estimular a producao
de lacase por T. lactinea, e que um periodo de tempo acima de 120 horas néo é
necessario, o que € interessante para aplicacéo pratica. O periodo de 120 horas pode
ser também um indicativo de que, ap0s esse tempo, a enzima vai perdendo atividade,

ou ainda que esse seja 0 tempo suficiente para consumir o acido tanico e a glicose
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disponiveis, diminuindo a produgéo de enzimas (LIBRA; BORCHERT; BANIT, 2003;
CAVALCANTE et al., 2021; ALMEIDA et al., 2012; COUTO, 2007). A diminuigdo na
atividade de lacase ap0Os varios dias pode ser atribuida também a producéo de
proteases, situacédo que pode ser contornada pela utilizacdo de extrato purificado de
lacase ou por imobilizagcdo da cultura (LIBRA; BORCHERT,; BANIT, 2003). Os
resultados corroboram essas hipéteses, pois as menores concentracdes de lacase
(U/mg de proteina) foram observadas nas amostras que ficaram incubadas pelo tempo

maximo avaliado, de 15 dias.

A analise estatistica pelo diagrama de Pareto revelou que os fatores acido
tanico e tempo sdo estatisticamente significativos, pois cruzam a linha de referéncia,
sugerindo que esses fatores exercem influéncia significativa sobre a atividade da
lacase (Figura 9). O diagrama também foi plotado para a variavel resposta atividade
especifica (U/mg), e para essa variavel resposta a relacdo combinada de glicose e
farelo de trigo também cruza a linha de referéncia (Figura 10). Ambos os compostos
atuam como fonte de nutrientes, e o farelo de trigo é também uma fonte de nitrogénio
e contém lignina. Assim, a acdo conjunta desses fatores estimulando a atividade da
lacase pode ser explicada pela utilizagdo da glicose como fonte primaria de carbono

e o farelo de trigo como indutor metabdlico.
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Tabela 8 - Atividade da lacase (U/mL), concentracdo de proteinas solaveis
(mg/mL) e atividade especifica da lacase por miligrama de proteina (U/mg) dos
ensaios do planejamento fatorial 25, e percentual de descoloracédo do indigo
carmim pelas amostras obtidas dos ensaios do planejamento.

Concentracéo o
Atividade
Atividade da de proteinas ) Descoloracao
Amostras _ _ especifica da
lacase (U/mL) soluveis totais (%)
lacase (U/mgQ)
(mg/mL)

1 4,575 29,057 0,157 69,25
2 12,20 36,389 0,335 19,54
3 17,791 27,171 0,654 36,71
4 38,125 45,188 0,843 69,52
5 176,900 35,970 4,917 64,17
6 0,203 21,515 0,009 17,12
7 47,275 48,121 0,982 46,82
8 254,166 27,590 9,212 48,78
9 36,091 26,124 1,381 14,24
10 0,711 23,610 0,030 13,27
11 0,203 38,694 0,005 17,44
12 38,125 37,227 1,024 38,32
13 22,570 17,534 1,287 28,51
14 38,633 17,744 2,177 56,09
15 16,775 50,844 0,329 21,56
16 - 17,953 - 45,50
17 8,235 23,610 0,348 30,71
18 8,031 24,657 0,325 27,82
19 7,116 19,000 0,374 34,04

Fonte: a autora (2024).
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Figura 8 - Atividade da lacase, percentual de descoloracdo do corante indigo
carmim e atividade especifica da lacase para cada experimento do planejamento
fatorial.
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Fonte: a autora (2024).

Figura 9 - Diagrama de Pareto destacando a relacdo entre as variaveis
independentes tempo e acido tanico sobre a variavel resposta atividade da lacase.
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Fonte: a autora (2024).
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Figura 10 - Diagrama de Pareto destacando a relacdo entre as variaveis
independentes tempo, acido tanico e a interacéo glicose/farelo de trigo sobre a
variavel resposta atividade especifica da lacase.
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Fonte: a autora (2024).

Os fatores concentracdo de glicose, concentracdo de farelo de trigo e
concentracdo de sulfato de cobre individualmente néo tiveram significancia estatistica
para a atividade da lacase, ao contrario do que ja foi observado em outros trabalhos.
Em Yuri et al. (2006), a presenca de glicose como fonte de carbono favoreceu a
producéo da lacase pelo fungo T. versicolor, mas a variagdo na concentracdo de
glicose nao exerceu influéncia significativa sobre a atividade enzimatica, apesar de ter
influenciado o crescimento celular. Quando combinada com outras fontes de carbono,
como frutose e sacarose, a glicose é prontamente consumida como principal fonte de
carbono para crescimento e outras fontes de carbono sé&o utilizadas no metabolismo
de sintese de proteinas (STRONG, 2011; UMAR; AHMED, 2022).

Umar & Ahmed (2022) notaram que a producdo e atividade da lacase foi
altamente dependente da concentracao e das fontes de carbono, e que a glicose em
altas concentracfes pode inibir a sintese de lacase nos fungos basidiomicetos. Além
disso, a razao entre concentracédo de carbono e de nitrogénio disponiveis no meio tem
influéncia importante sobre o metabolismo fangico, de modo que mudancas na

concentracdo de glicose podem afetar a sintese de lacase por alterar a razdo C/N
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(CORREA, 2023; UMAR; AHMED, 2022; XU et al., 2020). Suplementar o0 meio com
mais de uma fonte de carbono, além da glicose, e encontrar a razao C/N 6tima para

producéo dalacase por T. lactinea podem ser pontos de partida para trabalhos futuros.

Em Jutinico-Shubach et al. (2022), trabalhando com fungo da familia
Cyphellaceae (Basidiomycota), amostras suplementadas com farelo de trigo tiveram
atividade de lacase significativamente maior do que as amostras suplementadas com
outras fontes de carbono, como casca de banana, de arroz e espiga de milho. Corréa
(2023) estudou o efeito do farelo de trigo como fonte lignocelulolitica para o fungo
Trametes versicolor e Trichoderma asperellum, e obteve maior atividade de lacase
para T. versicolor no meio suplementado com farelo de trigo ap6s 6 dias. Ao combinar
farelo de trigo e bagaco de uva, o pico de atividade de T. versicolor ocorreu em 5 dias.

Em Rosales, Couto e Sanroman (2007), Galhaup et al. (2002) e Lonappan et
al. (2017), a adicéo de sulfato de cobre favoreceu a atividade da lacase pelas espécies
Trametes hirsuta, Trametes pubescens e Trametes versicolor, respectivamente. A
influéncia de indutores pode variar bastante e depende muito de cada espécie, das
concentragfes utilizadas e do momento em que é adicionado ao meio de cultura
(FILLAT et al., 2016; STRONG, 2011).

Esses compostos e suas concentracdes afetam o metabolismo fangico,
podendo influenciar positiva ou negativamente tanto a sintese quanto a atividade da
lacase, como ja foi demonstrado por outros trabalhos testando cada composto
individualmente (GALHAUP et al., 2002; MOSTAFA et al., 2019; XU et al., 2020;
AMEEN et al., 2021; CORREA, 2023), mas a andlise estatistica deste planejamento
nao evidenciou relacdo estatistica significativa entre cada um dos fatores com a

atividade da lacase por T. lactinea.

Quanto a descoloracédo, o ensaio realizado com as amostras de cada ensaio
do planejamento revelou percentuais bem diferentes, com descoloracdo minima de
13,27% e maxima de 69,25% (Tabela 8). Esses percentuais corroboram outros
estudos, também realizados em meio liquido com adigdo de discos de micélio, sobre
a capacidade dos fungos Trametes em descolorir corantes sintéticos por degradacao
enzimatica (ABADULLA et al., 2000; CARDOSO, 2023; FERREIRA-SILVA et al.,
2022; NEVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2010; PERTIWI; DEWI; SARI, 2020;
SANTANA, 2022). Nota-se que nas amostras com os melhores resultados (1 e 4), a
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atividade especifica de lacase foi baixa em comparagdo com outras amostras que
tiveram percentual menor de descoloracéo, o que pode ser explicado pela atuacéo de
outras enzimas que nao foram quantificadas, como a manganés peroxidase e lignina
peroxidase, que também promovem a degradacdo de compostos fendlicos
(SANTANA, 2022; GRASSI et al., 2011).

As amostras 5 e 8 tiveram os resultados mais expressivos de atividade da
lacase e também tiveram bons resultados de descoloracdo, 64,17% e 48,78%,
respectivamente. No entanto, observa-se que outras amostras também tiveram bons
resultados com menor atividade enzimatica, sugerindo a possivel atuacdo de outras

enzimas que nao foram quantificadas neste trabalho.

5.3 Avaliacdo das condi¢cBes 6timas para atividade da lacase

O DCCR foi realizado com base nos fatores acido tanico e tempo de cultivo,
gue mostraram significancia estatistica sobre a producdo enzimatica, a fim de
encontrar condicfes Otimas para obtencdo de um extrato enzimatico. A analise dos
resultados da dosagem de lacase revelou que a melhor combinacdo consistiu em
adicionar 0,4 mg de acido tanico ao meio e incubar por 120 horas, para a atividade da
lacase (Figura 11). Essas condi¢des haviam sido observadas nos resultados dos
experimentos do planejamento fatorial, mas o delineamento foi importante para
confirmar, ja que envolveu uma analise mais especifica, restrita a essas duas

variaveis, e com mais niveis avaliados.
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Figura 11 - Superficie de resposta para as variaveis concentracéo de acido
tanico e tempo de cultivo evidenciando as condi¢cfes 6timas de cultivo.

Fitted Surface; Variable: lacase abs
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,000052
DV: lacase abs

R BT,

Il 01
Il <01
Il <005
Bl <0
[]<-005
<01

Fonte: a autora (2024).

O tempo de 120 horas corrobora o estudo de Ortiz-Monsalve (2015), que
observou maior atividade da lacase por Trametes villosa entre 96 e 144 horas, quando
o fungo inicia o metabolismo secundario, apos a fase de crescimento, pois as enzimas

ligninoliticas sao fruto do metabolismo secundério.

5.4 Quantificacdo da enzima lacase e das proteinas sollUveis totais do extrato
produzido nas condi¢des 6timas de cultivo

No extrato enzimatico produzido nas condi¢cdes Otimas encontradas, foi
detectada producéo e atividade da lacase, e quantificou-se também as proteinas

sollveis totais. Os resultados sdo mostrados na Tabela 9.



51

Tabela 9 - Atividade da lacase (U/mL), concentracdo de proteinas solaveis
(mg/mL) e atividade especifica da lacase (U/mg) do extrato produzido nas condicdes
6timas encontradas para acido tanico (0,4 mg) e tempo de cultivo (120 horas).

o Concentracao de Atividade
Atividade da _ )
Amostra proteinas solUveis especifica da
lacase U/mL )
totais mg/mL lacase U/mg
1 35,6 0,8425 42,25
2 315 0,9385 33,56
3 27,5 0,9865 27,87
4 34,6 0,9958 34,74
5 87,5 0,9911 88,28

Fonte: a autora (2024).

Os resultados obtidos para atividade da lacase corroboram os de outros
trabalhos. Eichlerova e Baldrian (2020) testaram a producdo de lacase por varias
espécies de basidiomicetos, incluindo diferentes cepas das espécies T. hirsuta e T.
versicolor, e obtiveram atividade méxima da lacase variando entre 2,85 e 63,54 U/mL.
Couto (2007) estudou a producao de lacase por T. hirsuta em meio contendo substrato
suporte de papel e observou atividade maxima de 7,695 U/mL apos 9 dias de cultivo.
Yuri et al. (2006) estudaram o efeito das concentracdes de carbono e nitrogénio na
producédo de lacase por T. versicolor e notaram atividade maxima da lacase de 33,7
U/mL apds 72 horas.

S&o poucos os trabalhos publicados sobre a atividade da lacase produzida por
T. lactinea, mas os resultados obtidos neste trabalho corroboram os de outros estudos
sobre a atividade de enzimas produzidas por esta espécie. Ferreira-Silva et al. (2022)

obtiveram 0,000750 U/mL de atividade maxima da lacase produzida por T. lactinea.

Ressalta-se que, dentro de um viés biotecnoldgico, os resultados observados
nesse trabalho podem ser considerados baixos. Uma possivel solucdo € a utilizacédo
de indutores para aumentar a producdo e/ou de mediadores redox para obter maior
atividade enzimatica e assim aumentar a eficiéncia do tratamento (ARDILA-LEAL et
al., 2021; FOROOTANFAR et al., 2016; SOARES; AMORIM; COSTA-FERREIRA,
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2001). A adicdo de mediadores redox ou de outros indutores diferentes do acido tanico

pode ser necesséria para estimular a sintese e atividade da lacase por T. lactinea.

5.5 Descoloracao do corante indigo carmim com extrato enzimatico produzido nas

condicOes otimas de cultivo

A utilizacdo de biomassa para descolorir solu¢des pode ser um problema tanto
pelo crescimento excessivo da colonia quanto pela inibicdo do crescimento que pode
ser causado pela presenga de alguns compostos (ARDILA-LEAL et al., 2021). Além
disso, a lacase é produzida pelo metabolismo secundario do fungo, e por essa razao,
0 crescimento ndo controlado e a sintese de proteases podem prejudicar a atividade
da lacase (COUTO; TOCA-HERRERA, 2007). Por isso, mesmo observando que T.
lactinea também promove a descoloracdo por biossor¢cdo, optou-se por realizar um
ensaio de descoloracdo utilizando apenas o extrato enzimatico produzido nas

condicOes otimas de cultivo.

Os resultados da descoloracao (Tabela 10) discordam dos dados de atividade
da lacase apresentados na secdo 5.4, pois observa-se baixa atividade para altos
percentuais de descoloracdo. Essa diferenca pode sugerir a atuacdo de outras
enzimas nao quantificadas, como a lignina peroxidase e manganés peroxidase, no
processo de descoloracdo. Esses dados corroboram o trabalho de Amaral et al.
(2004), realizado com Trametes versicolor para descolorir um efluente téxtil real e um

sintético.

A avaliacao visual permitiu perceber uma diferencga significativa entre as cores
da solucéao controle e das solugdes tratadas (Figura 12). As solucdes tratadas, com o
passar do tempo, ficaram com a cor bem menos intensa, chegando a uma
descoloracdo aparentemente completa apds o periodo maximo de 21 dias. Os
percentuais de descoloracdo foram bastante significativos ap0s 7 dias, chegando a
100% apds 15 dias em algumas amostras e apods 21 dias em todas as amostras

tratadas com o extrato enzimatico produzido pelo fungo T. lactinea (Tabela 10).
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Figura 12 - Descoloracao do corante indigo carmim apés 7 dias (12a), 15 dias
(12b) e 21 dias (12c) de tratamento com complexo enzimatico produzido por T.
lactinea. O controle é o ultimo frasco a direita em todas as imagens.

Fonte: a autora (2024).
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Tabela 10 - Percentuais de descoloragédo do corante indigo carmim apos 7, 15
e 21 dias de tratamento com extrato enzimatico produzido pelo fungo Trametes
lactinea.

Percentual de descoloracéao (%)

Amostra 7 dias 15 dias 21 dias
1 53,70 99,24 100
2 46,30 99,62 100
3 51,85 98,10 100
4 35,18 100 100
5 50 100 100
Média e desvio padrao 47,41 + 7,36 99,40 + 0,78 100 £ 0,00

Fonte: a autora (2024).

Esses resultados corroboram trabalhos realizados com outras espécies do
género Trametes. Grassi et al. (2011) utilizou o filtrado do fungo T. trogii e extrato puro
da lacase produzido pela mesma espécie para descolorir diferentes corantes,
incluindo o indigo carmim, cujo percentual de descoloracdo chegou a 84,5% com o
fitrado em meia hora e ultrapassou 80% com o extrato da lacase ap0s 24 horas.
Ramirez-Montoya et al. (2015) utilizaram lacase produzida por T. versicolor, em
estado livre e imobilizada em matriz de carbono mesoporoso, na descoloracdo do
indigo carmim (Acid Blue 74) e outros corantes e obtiveram resultados de
descoloragao acima de 90%. Zeng et al. (2011), utilizando extrato de lacase produzido
por T. trogii, obteve 85,2% de descoloracdo do corante Remazol Brilliant Blue R. Em
Boran et al. (2019), a descoloracdo do indigo carmim (100 mg/L) chegou a 57%,
utilizando extrato bruto de lacase obtido da espécie T. trogii, nas condi¢des de pH 3 e
temperatura de 30°C, em apenas 300 segundos (5 minutos). Nyanhongo et al. (2002)
obtiveram descoloracdo maxima de 58% do indigo carmim (250 mg/L) apés 3 horas,
em pH 4,5 e temperatura de 50°C, utilizando extrato de lacase produzido por T.

modesta.

A descoloracao deve ter sido favorecida também pela condicédo de agitacdo de
50 rpm a qual os frascos, contendo a solucdo de corante e os 5 mL de extrato
enzimatico, ficaram incubados, pois a agitacdo promove um aumento do oxigénio
dissolvido na agua, contribuindo com a atividade enzimatica e a degradacéo pelas
enzimas oxidases (MOYO; MAKHANYA; ZWANE, 2022).
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Observa-se que existem muitos dados e trabalhos publicados sobre a utilizagao
do género Trametes no processo de descoloracdo e degradacdo de corantes e
efluentes téxteis, principalmente com as espécies T. versicolor e T. trogii, mas ha
poucos trabalhos com a espécie T. lactinea. Os trabalhos realizados com esta espécie
investigaram a descoloracgéo utilizando os discos de micélio do fungo inoculados na
solucdo de corante ou efluente colorido, mas ndo foram encontrados trabalhos que
tenham utilizado apenas o extrato enzimatico, produzido previamente pelo fungo, para

descolorir as solugdes.

5.6 Avaliacdo da degradacdo das moléculas do corante pela analise das técnicas
de FTIR e de UV-Vis

A espectroscopia de infravermelho (ATR-FTIR), realizada com uma amostra
controle e uma amostra tratada com extrato enzimatico, evidenciou diferencas entre
as amostras (Figuras 13 e 14). Na amostra controle, composta pela solucao do corante
na concentracdo de 20 ppm, as bandas/picos de transmitancia ocorrem nos mesmos
numeros de onda observados em andlises de FITR do indigo carmim realizada por
Lyrio et al., 2023. As bandas destacadas séo referentes a regido do croméforo do
corante, que apresenta grupos funcionais de amida (1638 cm?), ligacdo S=0 (1032
cm?) e anel aromatico (734 cm™?) (LYRIO et al., 2023).

A espectroscopia da amostra tratada, no entanto, ndo apresenta essas mesmas
bandas destacadas, indicado a ocorréncia de alteracdes na estrutura quimica do
corante. Essas alteracdes podem ser atribuidas a agdo das enzimas produzidas pelo

fungo T. lactinea.
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Figura 13 - Espectros vibracionais na regiao do infravermelho da amostra
controle (solucéo de indigo carmim, 20 ppm).
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Figura 14 - Espectros vibracionais na regiao do infravermelho da amostra
tratada apos 15 dias de tratamento.
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As bandas largas observadas entre 4000 e 3000 cm™ caracterizam
grupos hidroxila (-OH), que neste trabalho séo atribuidos a bandas de 4gua, ja que as

solucBes estavam diluidas em agua destilada (PAVIA, 2016).

Os resultados da varredura na espectroscopia UV-Vis também evidenciam
modificacdes na estrutura do corante ao comparar o espectro de absor¢cao da amostra
controle e das amostras tratadas (Figura 15). Na amostra controle, é possivel observar
0 pico de absorbancia do corante em 610 nm, 0o que n&o acontece nas amostras

tratadas, sugerindo a quebra das ligagdes do grupo croméforo.
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Figura 15 - Espectro de absor¢cédo da amostra controle em verde (solu¢do do
corante indigo carmim, 20 ppm) e das amostras tratadas apos 15 dias, em vermelho,
e 21 dias, em amarelo. A linha azul representa a varredura da agua.
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6 CONCLUSOES

O trabalho realizado permitiu observar que o fungo Trametes lactinea consegue

descolorir solugdes do corante téxtil indigo carmim.

Detectou-se a producdo e atividade de enzimas lacase, sendo possivel
observar uma provavel contribuicdo desta enzima para o processo de biodegradacéo,
mas que outras enzimas ndo quantificadas neste trabalho também podem estar

atuando.

A adi¢céo de 0,4 mg de &cido tanico ao meio de cultivo e a duragdo de 120 horas
de incubacao se apresentaram como condi¢cdes Otimas para a atividade da lacase

produzida por T. lactinea.

O extrato enzimatico produzido nas condi¢cdes otimas descritas foi capaz de
descolorir a solugdo do corante indigo carmim com uma média de 47,41% ap6s 7 dias,
99,40% apos 15 dias e 100% apos 21 dias.

O presente trabalho demonstrou a utilizacdo de um extrato enzimético sem o
micélio como uma metodologia eficaz para realizar a degradacdo do indigo carmim
pela espécie T. lactinea, o que pode ser vantajoso, pois evita a inibicdo das enzimas
pelo crescimento excessivo e ndo gera biomassa residual, sendo que esse método foi

usado pela primeira vez neste trabalho.

O fungo Trametes lactinea apresenta potencial para descolorir solugcbes e
degradar corantes téxteis. Estudos futuros sdo necessarios para obter maior atividade
da lacase, investigar a atuagcao de outras enzimas no processo de biodegradacéo e

promover a descoloracéo de outras solucdes coloridas.
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