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RESUMO

Neste trabalho, avaliou-se a produgdo de lacases e o crescimento de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em biorreator airlift de circulacéo interna, utilizando efluentes industriais nos meios de cultivo.
Elevadas atividades enzimaticas foram obtidas no ensaio contendo 100% de efluente da industria de
papel e celulose (192 U.mL™ em 90 horas); neste meio, também foi observada maior biomassa micelial
(4,3 g.L™ em 72 horas). No meio contendo 50% de efluente téxtil e 50% de papel e celulose, a produgéo
de lacases foi de 79 U.mL™ em 60 horas, com biomassa maxima de 3,7 g.L™ em 90 horas. Maiores
proporcdes de efluente téxtil (100% e 75%) inibiram a sintese enzimética e o crescimento, sugerindo
que esse efluente contém componentes tdxicos ao desenvolvimento flngico. Os dados mostraram que o
organismo é capaz de crescer e produzir lacases na presenca de efluentes industriais ambientalmente
problematicos, indicando seu potencial de aplicacao no biotratamento de aguas residuais.
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INTRODUCAO

Efluentes que contém residuos fenolicos devem ser tratados antes do seu despejo no
ambiente e este tratamento pode ser fisico, quimico ou bioldgico (Bayramoglu et al., 2009).
Entretanto, fatores como alto custo, baixa eficiéncia e geracdo de subprodutos tdxicos limitam
a utilizacdo de alguns métodos (Hu & Duvnjak, 2004). O emprego de fungos, especialmente
basidiomicetos, no tratamento biol6gico de diversos tipos de efluentes, tem sido alvo de
inimeros estudos nos Gltimos anos, devido a producdo de enzimas extracelulares inespecificas,
capazes de intergir com uma ampla gama de substratos (Duran, 2004).

Lacases sdo polifenol-oxidases multi-cobre presentes na maioria dos fungos da
degradacdo branca, sendo também produzidas por outros tipos de fungos, plantas, algumas
bactérias e insetos (Gianfreda et al., 1999). As mais extensivamente estudadas sdo as lacases
extracelulares de fungos ligninoliticos. Essas enzimas estdo envolvidas na degradacdo da
lignina e na remogdo de fendis potencialmente toxicos produzidos durante sua degradagdo
(Thurston, 1994). Lacases oxidam compostos fenolicos reduzindo o oxigénio a agua pela
retirada de um elétron do substrato aromatico, gerando radicais fenoxilos (Duran, 2004).

O emprego de lacases no tratamento de efluentes pode ser uma alternativa para a
remocao de cor e de compostos recalcitrantes. Muitas substancias sdo toxicas aos organismos
empregados para degrada-las. Contudo, fungos como Pleurotus sajor-caju toleram
concentragdes eclevadas de poluentes e sdo capazes de produzir enzimas fenol-oxidases,
especialmente lacases e peroxidases, demonstrando eficiéncia na descoloracdo e na remogéo de
compostos fendlicos presentes em efluentes industriais (Munari et al., 2007). Diante disto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de P. sajor-caju PS-2001 de crescer e produzir
lacases em meios de cultivo contendo diferentes proporc¢des de efluentes das industrias téxtil e
de papel e celulose em biorreator airlift de circulacéo interna.
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MATERIAL E METODOS

Linhagem — Pleurotus sajor-caju PS-2001 foi mantido em meio contendo: serragem de
Pinus spp., 20 g; farelo de trigo, 20 g; CaCOs, 2 g; agar-agar, 20 g; H,O destilada g.s.p. 1 L,
com crescimento a 28°C e armazenamento das placas a 4°C (Bettin et al., 2009).

In6culos — Preparados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio
composto por: glicose, 5 g; caseina pura, 1,5 g; solugdo mineral de nutrientes e
micronutrientes, 100 mL; H,O destilada g.s.p. 1 L. Apds crescimento sob agitacédo reciproca
por seis dias, a 180 rpm e 28+2°C, utilizaram-se 10% (v/v) de in6culo (Bettin et al., 2011).

Efluentes industriais — Foram gentilmente cedidos por uma indudstria de producéo de
polpa de celulose e por uma inddstria de tingimento téxtil, sendo denominados, neste trabalho,
como efluente da inddstria de papel e celulose (EIPC) e efluente da industria téxtil (EIT).
Diferentes proporgdes desses efluentes foram utilizadas nos ensaios realizados.

Meios de cultivo fungico em biorreator — Foram baseados em: glicose, 5 g; caseina
pura, 1,5 g; &cido benzoico, 122 mg; CuSQO,4, 100 mg; solu¢do mineral, 100 mL; efluente
industrial g.s.p. 1 L. Os meios foram autoclavados por 20 minutos e antiespumante a base de
silicone foi adicionado, quando necessério (Bettin et al., 2009; Bettin et al., 2011).

Condicdes de cultivo em biorreator — O biorreator airlift de circulacdo interna possui
75 c¢cm de altura e 11 cm de diametro; o tubo interno (riser) possui 34 cm de altura e 7 cm de
diametro, com volume nominal de 6 L e operacional de 4,5 L. Utilizou-se uma tampa de nylon
e um aerador de vidro sinterizado. A aeracdo (1,5 L.min™ de ar - 0,33 vvm) ndo foi alterada
durante os processos, com percentual de saturacdo em oxigénio dissolvido (OD) variando
livremente. O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a), antes da inoculacéo,
foi de 34 h™, utilizando-se regime descontinuo, pH 6,5 a 28+1°C, durante 90 horas.

Determinacéo da atividade de lacases — Lacases foram quantificadas pela oxidagéo do
substrato ABTS em tampéo acetato de sodio pH 5,0 por 90 segundos a 25°C, em 420 nm
(Wolfenden & Willson, 1982).

Determinacdo das concentracdes de substrato e de biomassa fungica — O consumo de
substrato (glicose) foi quantificado com a utilizacdo do reagente DNS (acido 3,5-
dinitrossalicilico) e curva padrdo de glicose, de acordo com Miller (1959). A concentracao
celular foi mensurada por gravimetria, em cadinhos de porcelana (Bettin et al., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 1, sdo apresentadas as atividades de lacases e os percentuais de saturagdo em
OD dos ensaios realizados com diferentes proporcfes de efluentes industriais. Niveis
superiores de lacases (Figura 1A) foram obtidos em meio contendo 100% de EIPC, atingindo
192 U.mL™? em 90 horas de processo. Atividades relevantes também foram observadas na
presenca de 50% de EIPC + 50% de EIT (79 U.mL™ em 60 horas). Entretanto, nos meios
contendo proporcdes mais elevadas de EIT (100% e 75%), as atividades enzimaticas foram
muito baixas (Figura 1A), sugerindo que esse tipo de efluente seja inibitdrio para o fungo. A
razdo para realizar a mistura dos efluentes foi que, diante dos resultados positivos obtidos com
100% de EIPC e dos resultados insatisfatorios obtidos com 100% de EIT, conjecturou-se que,
possivelmente, a mistura desses dois tipos de efluentes pudesse favorecer a sintese enzimatica,
que foi muito baixa na presenca de 100 e 75% de EIT, mas esse incremento sé foi obtido com o
uso de 50% de cada efluente e, ainda assim, inferior a 100% de EIPC. Com relacéo a saturagéo
em OD (Figura 1B), apenas o ensaio contendo 100% de EIPC n&o mostrou quedas acentuadas,
diferentemente do que foi observado nas demais condicdes.
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Figura 1. Atividade de lacases (A) e percentual de saturacdo em oxigénio dissolvido (B) em funcéo do
tempo em cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001 realizados em meios de cultivo contendo diferentes
proporcdes de efluentes industriais.

O crescimento micelial e 0 consumo de substrato sdo mostrados na Figura 2. Maior
biomassa foi observada no ensaio contendo 100% de EIPC (Figura 2A), com pico de 4,3 g.L™
em 72 horas, seguido do teste contendo 50% de cada efluente (Figura 1C), com 3,7 g.L™ em 90
horas. Nas demais condicdes, a biomassa fingica foi inferior, atingindo somente 2,2 g.L™ em
90 horas no teste contendo 100% de EIT; esses dados indicam, mais uma vez, que a
composicdo especifica desse efluente téxtil seja tdxica ao crescimento do organismo e
inibitdria a sintese de lacases (Figura 1A). Com relacdo ao substrato, a glicose foi consumida
em todas as condi¢des avaliadas (Figura 2), mostrando apenas niveis residuais no final dos
processos; porém, nos testes com 100% (Figura 2B) e com 75% (Figura 2D) de EIT, a glicose
residual, em 90 horas, foi superior as demais condicBes, sugerindo que o fungo teve
dificuldades em consumir o substrato na presenca de elevadas proporcdes do efluente téxtil.
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Figura 2. Consumo de substrato (m) e biomassa micelial (0) em funcdo do tempo em cultivos de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 realizados em meios de cultivo contendo diferentes proporcGes de
efluentes industriais. (A) 100% de EIPC. (B) 100% de EIT. (C) 50% de EIPC + 50% de EIT. (D) 25%
de EIPC + 75% de EIT.

A possibilidade de utilizar fungos da degradagdo branca em estratégias de
biotratamento provém da caracteristica que estes organismos possuem de produzir um sistema
enzimatico nao especifico, capaz de metabolizar uma grande diversidade de poluentes até CO;
e H,O (Barr & Aust, 1994). A polimerizacdo de alguns xenobioticos por oxidorredutases
coloca estas enzimas em evidéncia, devido a possibilidade de seu uso na descontaminacgédo de
ambientes poluidos (Shuttleworth & Bollag, 1986). A possibilidade de utilizacdo de fenol-
oxidases € particularmente adequada para a descontaminacdo de ambientes aquaticos e de
efluentes industriais complexos, como é o caso das industrias téxtil e de papel e celulose, pois,
apos a polimerizacdo, as substancias precipitadas podem ser facilmente removidas (Dec &
Bollag, 1990). Lacases oxidam uma ampla variedade de fendis, transformando radicais
fenolicos em outros que se polimerizam espontaneamente e formam complexos insoluveis, que
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podem ser facilmente removidos por precipitacdo, filtragdo ou centrifugacdo (Davis & Burns,
1990). Ainda, de acordo com estudos realizados por Munari et al. (2007), culturas submersas
de P. sajor-caju PS-2001 mostraram elevada capacidade de reducdo dos niveis de polifendis
totais e da cor presentes em efluentes da indudstria de papel e celulose, atribuindo esses efeitos a
presenca de lacases e peroxidases produzidas durante o crescimento fungico e indicando o
potencial deste microrganismo para aplicacdo em novos metodos de tratamento de aguas
residuais.

CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho mostram que P. sajor-caju PS-2001 é capaz de
crescer e produzir elevadas atividades de lacases na presenca de efluentes industriais,
especialmente de EIPC. O EIT utilizado nos testes realizados mostra-se inibitorio para o
crescimento do organismo, assim como para a sintese enzimatica e o consumo de substrato.
Quando misturados em proporcdes iguais, EIPC e EIT também proporcionam niveis relevantes
de lacases, porém, inferiores a presenca somente de EIPC. Os resultados obtidos indicam que o
fungo utilizado possui potencial para o tratamento de efluentes complexos ricos em compostos
fenolicos e/ou aromaticos, como € o caso das indudstrias téxtil e de papel e celulose, que geram
grandes volumes de efluentes diariamente e que apresentam elevado impacto poluidor.
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Apoio: CAPES, FAPERGS e UCS.



