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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivos coletar, isolar, identificar e comparar fungos
endofiticos associados as plantas de cafeeiro cultivadas sob diferentes manejos; avaliar o
potencial biotecnoldgico e enzimatico dos fungos selecionados e correlacionar este potencial
enziméatico com a capacidade de remediagdo destes fungos sobre o corante téxtil Brilhante
Azul de Remazol (RBBR) e efluentes gerados por industrias téxteis. Foram coletadas folhas
de plantas de cafeeiros mantidos sob manejos organico e convencional. Foram identificadas
39 morfoespécies de fungos endofiticos dentre os isolados provenientes do sistema orgéanico e
27 morfoespécies oriundas do sistema convencional. Sete isolados degradaram o corante
RBBR disposto em meio de cultura sélido e os quatro que apresentaram melhor descoloracéao
detectada visualmente [CO. 5, CO. 10 (Colletotrichum sp.), CO.11a e CC. 22 (Aspergilllus
niger)] e o fungo padrdo Lentinula edodes (INCQS 40220) foram analisados quanto a
capacidade de producdo de enzimas ligninoliticas e capacidade de descoloracdo em efluente
sintético com e sem acréscimo de madeira. Todos os fungos analisados foram capazes de
secretar Lacase e/ou Manganés peroxidase e de promover a descoloracdo do corante RBBR.
Os fungos CO.5 e CO.10 apresentaram resultados promissores em efluente sintético,
promoveram descoloragdo e secretaram enzimas do sistema ligninolitico. No entanto, A. niger
(CC.22) foi mais eficiente, removendo 94,67% da cor em apenas 48 horas e foi selecionado
para a andlise de biodegradacdo do efluente téxtil. Nas analises em efluente téxtil A. niger
(CC.22) foi capaz de produzir enzimas e remover até 72,22% de cor também em 48 horas de
incubacéo, reforcando a hipétese de que este fungo basiomiceto apresenta potencial para ser
avaliado em sistemas de remediacédo de poluentes, como os efluentes texteis.

Palavras-chave: Coffea arabica. Biorremediacdo. Fungo endofitico. Descoloracdo. Sistema
ligninolitico. Lacase. Manganés Peroxidase. RBBR. Efluente téxtil.



ABSTRACT

This study aimed to collect, isolate, identify and compare endophytic fungi associated with
coffee plants grown under different managements; evaluate the enzymatic and
biotechnological potential of selected fungi and correlate with the potential remediation
ability of these fungi for textile dye Remazol Brilliant Blue (RBBR) and effluents generated
by textile industries. We collected leaves of coffee plants kept under organic and conventional
management systems. We identified 39 endophytic fungi morphospecies of isolates from
organic system and 27 morphospecies from the conventional system. Seven isolates degraded
dye RBBR arranged in solid medium and the four that showed better decolorization visually
detected [CO. 5, CO. 10 (Colletotrichum sp.), CO.11a and CC.22 (Aspergilllus niger)] and
standard fungus Lentinula edodes (INCQS 40 220) were analyzed for their capacity to
produce ligninolytic enzymes and decolorization capacity in synthetic wastewater with and
without addition of wood. All fungi studied secreted laccase and/or manganese peroxidase. It
also promoted decolorization of the dye RBBR. Fungi CO.5 and CO.10 promoted
discoloration and secreted enzymes ligninolytic, showing promising results in synthetic
effluent. However, A. niger (CC.22) was more efficient, removing 94.67% of the color in only
48 hours and was selected for biodegradation analysis of textile effluent. In the analyzes in
textile effluent A. niger (CC.22) was capable to produce enzymes and remove up to 72.22%
color also at 48 hours of incubation, reinforcing the hypothesis that this basidiomycete fungus
has potential to be measured in systems for pollutants remediation, such as textile effluents.

Keywords: Coffea arabica. Bioremediation. Endophytic fungus. Discoloration. Ligninolytic
system. Laccase. Manganese Peroxidase. RBBR. Textile effluent.
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1 INTRODUCAO GERAL

O intenso crescimento populacional e o aumento da atividade industrial tem tornado os
problemas ambientais cada vez mais criticos e frequentes nas ultimas décadas. Esta
combinacdo faz com que os danos devidos a acdo antrdpica atinjam dimensdes catastroficas,
podendo ser observadas através de alteracdes na qualidade do solo, ar e &gua (KUNZ et al.,
2002).

No contexto da contaminacdo de &guas naturais, um dos grandes problemas da
sociedade moderna, o setor téxtil apresenta especial destaque, tanto pelos enormes volumes de
efluentes gerados por seu parque industrial (KUNZ et al., 2002), quanto pela composicao dos
mesmos, que os tornam um dos mais poluidores entre todos os efluentes gerados no setor
industrial (NIEBISCH et al., 2010).

Para mitigar os danos causados, novas tecnologias, visando ao tratamento adequado
dos efluentes téxteis, tém sido desenvolvidas, de forma a atender as imposicGes legais e a
suprir as exigéncias de mercado, considerando custos, tempo e eficiéncia dos processos
existentes na reciclagem e eliminagéo de toxicidade (KAMIDA et al., 2005).

Ha diversas formas de tratamento para esses efluentes: fisicos, quimicos e bioldgicos.
Dentre os processos biologicos, a biorremediacdo tem sido cada vez mais utilizada, sendo 0s
microrganismos e as enzimas produzidas por eles intensamente estudados com a finalidade de
remover compostos toxicos do ambiente (KAMIDA et al., 2005).

Os fungos filamentosos apresentam caracteristicas que lhe conferem vantagens sobre
0s demais microrganismos no processo de biorremediacdo. Entre os fungos filamentosos, os
basidiomicetos de degradacdo branca, que atuam na deterioracdo da madeira, decompondo a
matéria organica, dinamizando a ciclagem de nutrientes e regulando o equilibrio energético
dos ecossistemas terrestres, sdo 0s principais fungos envolvidos na degradacdo poluentes
(TUOMELA et al., 2000).

Dentre os fungos filamentosos, os fungos filamentosos endofiticos constituem uma
fonte potencial de substancias bioativas ainda pouco exploradas e que podem conferir a esses
microrganismos potencial para biodegradagdo de poluentes. J& a espécie Coffea arabica L.
possui consideravel valor cultural e interesse econémico, sendo largamente cultivada e
ocupando extensas areas, atendendo aos pré-requisitos necessarios a escolha de plantas para o

isolamento de fungos endofiticos.



21

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Corantes

A origem dos corantes téxteis é incerta, mas ha indicacdes de seu uso pelo homem
desde os primordios das civilizagbes (ZANONI e CARNEIRO, 2001). Negro-de-
Fumo (Carbon Black) foi o primeiro corante a ser conhecido pela humanidade. Por volta de
3.000 a.C., foram produzidos alguns corantes inorganicos sintéticos, como o Azul Egipcio.
Com o tempo, muitos corantes naturais foram sendo descobertos (ABIQUIM, 2012). Sua
presenca foi detectada em amostras de tecidos de tumbas egipcias e antigos hierdglifos
datados de 2500 a.C (ZANONI e CARNEIRO, 2001).

Até meados do século XIX, predominavam apenas 0s pigmentos naturais,
provenientes de vegetais, insetos, moluscos e minerais. A grande revolucdo na historia desses
compostos ocorreu quando o quimico inglés William H. Perkin descobriu, em 1856, o
primeiro corante sintético (malva), derivado do coque (ZANONI e CARNEIRO, 2001). Ap6s
essa descoberta, houve uma corrida dos quimicos para conseguirem sintetizar outros
corantes.

Corantes podem ser definidos como substancias intensamente coloridas que, quando
aplicadas a um material, conferem-lhe cor (ABIQUIM, 2012). Apresentam estruturas
moleculares complexas que podem envolver, durante seu processo de sintese, até 500 reagdes
intermediarias. Geralmente apresentam um grupo croméforo, que da cor ao composto pela
absorcdo de uma parte de energia radiante, também conhecido como azo, antraquinona, nitro
etc., e grupos auxiliares que propiciam sua afinidade, por exemplo, pela fibra téxtil, natural ou
sintética (ZANONI e CARNEIRO, 2001). Sao sollveis, ndo abrasivos, mostram alta
capacidade de absorcdo luminosa. Porém, a mesma solubilidade que confere aos corantes a
capacidade de interagir com a superficie do material, pode causar toxicidade (SARON e
FELISBERTI, 2006).

Os corantes estdo agrupados em varias classes de acordo com sua estrutura quimica
(antraquinona, azo, indigodides, ftalocianina, triarilmetano etc.) e modo de fixagdo a fibra,
dentre elas, corantes acidos, reativos, basicos, diretos, dispersos, azoicos, a cuba, de enxofre e
complexados com metais (BANAT et al., 1996).
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Figura 1 - Estrutura quimica do corante téxtil tipo antraquinona Brilhante Azul de Remazol
(RBBR).

Existem mais de 10.000 diferentes corantes e pigmentos utilizados em industrias de
tingimento e impressdo em todo o mundo (ASGHER; AZIM; BHATTI, 2009). Os principais
grupos comercializados sdo 0s corantes azo, antraquinonas e indigoides. De acordo com o
“Colour Index” (catdlogo da Society of Dyers and Colourists) mais de 8 mil corantes
organicos sintéticos estdo associados a industria téxtil (ZANONI e CARNEIRO, 2001).
Sendo que a producdo mundial de corante € estimada em 800.000 toneladas por ano e pelo
menos 10-15% do corante usado é disperso para o ambiente em forma de residuos
(PALMIERI; CENNAMO; SANNIA, 2005; REVANKAR e LELE, 2007).

Dentre os corantes utilizados em industrias téxteis, pode-se citar o RBBR (Figura 1),
um corante do tipo antraquinona, a segunda classe mais importante de corantes téxteis
(BAUGHMAN e WEBER, 1994). Este corante tem baixa toxicidade para 0s microrganismos
e a sua utilizagdo como um método de rastreio para avaliar a capacidade de degradar
xenobioticos é comum (GLENN e GOLD, 1983).

2.2 Efluentes téxteis

Os processos téxteis sdo grandes consumidores de agua e de corantes sintéticos,
gerando efluentes volumosos e complexos com elevada carga organica e elevado teor de sais
inorgénicos, com baixos niveis de degradacdo (MELO e AZEVEDO, 2008).
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Efluentes téxteis possuem caracteristicas e composi¢des variadas, que dependem do
tipo de corante utilizado e do processo de coloracdo. Essas caracteristicas, aliadas as
caracteristicas quimicas que conferem grande estabilidade aos corantes, dificultam sua
degradacdo, visto que eles sdo produzidos para resistir a exposi¢do ao sabdo, gua, suor, luz e
agentes oxidantes (KHALAF, 2008). Eles contém, aléem dos corantes, outras substancias
utilizadas durante o processo de coloracdo, tais como goma, detergentes, soda caustica,
sables, cloro, antiespumantes, formdis, resinas, 6leos, entre outros (DELLAMATRICE,
2006). Um resumo dos principais componentes encontrados em efluentes de industrias téxteis
é descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Principais poluentes do efluente téxtil.

Poluente Principais substancias Origem
Amidos, enzimas, gorduras |, .
L. . L. Limpeza, lavagens,
Matéria organica acidos graxos, surfactantes e | . -
. " tingimento
acido acético
Cor Corantes, impurezas de 1a Lavagem, tingimento
. Sais de amoénia, uréia, | .. .
Nutrientes ~ Tingimento
tampdes, surfactantes
Hidroxido de sodio, acidos
. minerais e organicos, | Limpeza, alvejamento,
pH e sais - - o
silicatos, sulfatos e | tingimento, neutralizacéo
carbonatos
Enxofre Sulfatos, sulfitos € | Tingimento
hidrosulfitos, &cido sulflrico g
Metais pesados, agentes
" oxidantes e  redutores, | Limpeza, alvejamento,
Compostos toxicos o : A T ST
biocidas, sais de amonio | tingimento, finalizacéo
quaternario

Fonte: RAMALHO (2005)

Os efluentes téxteis apresentam aparéncia desagradavel e quando ndo tratados
adequadamente, antes de seu despejo em aguas naturais, podem modificar o ecossistema,
causando sérios problemas de contaminacdo ambiental e toxicidade, interferindo na
fotossintese e diminuindo a dissolucdo do oxigénio na dgua, podendo permanecer cerca de 50
anos em ambientes aquaticos (NIEBISCH et al., 2010).

Dellamatrice (2005) cita ainda que além da polui¢do dos recursos naturais, o descarte
de efluentes téxteis no ambiente pode trazer efeitos nocivos sobre a salide humana. Estes

residuos se bioacumulam nos organismos vivos ao longo da cadeia alimentar. Muitas dessas
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substancias possuem potencial mutagénico e cancerigeno e os efeitos de sua entrada constante
nos organismos ainda ndo sdo completamente conhecidos (BUMPUS, 1995). Cerca de 3.000
corantes azos comerciais foram considerados cancerigenos e ndo tém sido mais fabricados.
Porém, em paises em desenvolvimento continuam em uso alguns corantes de valor comercial
elevado.

Considerando que a maioria dos corantes possui tempo de meia vida elevado, residuos
liberados persistem no ambiente por periodos muito longos e o tempo que seus efeitos
continuam a serem sentidos podem superar décadas (GUARATINI e ZANONI, 2000).

2.2.1 Efluentes téxteis: Tratamento

Em decorréncia de problemas ambientais e danos a salde humana causados pela a¢éo
dos corantes, o governo tem adotado medidas que regulamentam o lancamento de efluentes
em corpos de dgua (NIEBISCH et al., 2010). A Resolucédo n°. 430 instituida em 13 de maio de
2011 pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) dispGe sobre as condicdes e
padrdes de lancamento de efluentes, complementando e alterando a Resolugdo n°. 357, de 17
de marco de 2005, também do CONAMA. A Deliberacdo Normativa Conjunta o Conselho
Estadual de Politica Ambiental e o Conselho Estadual de Recursos Hidricos do Estado de
Minas Gerais (COPAM/CERH-MG) n. 1, de 05 de Maio de 2008 dispGe sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, e d& outras providéncias, no
Estado de Minas Gerais.

Para atender as exigéncias da legislagdo, esforcos estdo sendo voltados para a busca de
formas de tratamento de efluentes de industrias téxteis. Ha diversas formas de tratamento
desses efluentes: fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo que cada técnica apresenta suas
limitacbes (DELLAMATRICE, 2006). Os métodos quimicos compreendem: reacdo de
Fenton, ozonacdo, processos fotoquimicos e destrui¢do eletroquimica. Os mais utilizados séo
processos oxidativos, em decorréncia de sua simplicidade de aplicacdo. A oxidagdo quimica
remove a cor de efluentes como resultado da quebra das ligag6es aromaticas das moléculas de
corantes (NIEBISCH et al., 2010). Os métodos fisicos consistem em técnicas de remocao
resultantes de dois mecanismos: adsor¢do, onde o corante é fixado a um suporte ou resina,

como carvéo ativado ou outros materiais e troca ionica. Estes séo influenciados por multiplos
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fatores fisico-quimicos como a interacdo corante/suporte, area de superficie do sorvente,
tamanho da particula, pH, temperatura e tempo de contato (SLOKAR e LE MARECHAL,
1997; ROBINSON et al., 2001).

No entanto, métodos quimicos e fisicos para o tratamento de efluentes ndo séo
amplamente aplicados as industrias téxteis devido aos custos exorbitantes e problemas de
eliminacdo dos residuos (VERMA et al., 2010).

Dentre os métodos bioldgicos, o mais utilizado € o sistema de lodos ativados, o qual
consiste na agitacdo dos efluentes na presenga de microrganismos e ar, durante um tempo
necessario para metabolizar e flocular uma grande parte da matéria organica (BITTON, 1994
appud KUNZ, 2002). E o tratamento mais utilizado pela indstria téxtil em geral, precedido
por processos fisico-quimicos de precipitacdo-coagulacdo. Este sistema apresenta eficiéncia
relativamente alta, em torno 80%, porém o lodo gerado ndo pode ser reaproveitado ou
descartado em aterros comuns em decorréncia da alta concentragéo de corantes adsorvidos,
necessitando de um novo tratamento (ROBINSON et al., 2001) e/ou de estudos visando o
estabelecimento de novas formas de uso.

Processos alternativos para o tratamento mais eficiente dos efluentes téxteis estdo
sendo desenvolvidos, objetivando a degradacdo completa ou parcial dos poluentes. Entre tais
processos, 0 tratamento bioldgico, principalmente com microrganismos, recebe atencéo
especial. Em decorréncia disso, vem aumentando o interesse pela busca de microrganismos
versateis capazes de degradar de maneira eficiente estes residuos a um baixo custo
operacional (NIEBISCH et al., 2010).

Maiores niveis de degradacdo sdo obtidos através da selecdo correta de
microrganismos e estudos das condicdes favoraveis do meio. Porém, a ampla variedade
estrutural dos corantes dificulta o isolamento de organismos capazes de degradar os diversos
grupos quimicos presentes. Enfase tem sido dada ao estudo de enzimas do sistema
ligninolitico fungico e com largo espectro de acdo tais como peroxidases e lacases
(DELLAMATRICE, 2006).

2.3.2 Toxicidade

A mesma caracteristica que permite ao corante interagir com a superficie do material,
conferindo-lhe interesse comercial, pode torna-lo toxico (SARON e FELISBERT]I, 2006). Sua
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toxicidade varia com a estrutura e grupo quimico sendo os mais toxicos 0s corantes a base de
benzinas e os corantes catiénicos (DELLAMATRICE, 2006).

Zee (2002) analisou mais de 3.000 corantes quanto a toxicidade sobre peixes e
mamiferos, onde menos de 2% deles apresentaram uma toxicidade consideravel, sendo os
corantes basicos, em ambos 0s casos, 0s que apresentaram maior toxicidade.

Os riscos a saude humana variam de acordo com o tempo e modo de exposicéo.
Alguns compostos ndo incorporados totalmente ao tecido podem causar dermatites e
problemas respiratérios como asma e rinite alérgica (NILSSON et al., 1993). Quando
ingeridos, apresentam maiores riscos relacionados as etapas de biotransformagdo (rotas do
metabolismo destes corantes nos organismos), pois quando catalisados por enzimas
especificas, podem gerar substdncias com propriedades carcinogénicas e mutagénicas
(HUNGER, 1994).

Atencéo especial deve ser dada ao efluente tratado para a remogao da cor, uma vez que
a reducdo de coloracdo ndo implica necessariamente em reducdo de toxicidade de efluentes
téxteis, portanto, mesmo apos tratamentos que resultem em descoloracdo, ndo podem ser
considerados ndo toxicos (NIEBISCH et al., 2010). Para a degradacdo ser considerada
eficiente deve resultar em reducdo nos niveis de toxicidade pela completa degradacdo das
moléculas sem a formacdo de metabdlitos tdxicos. O monitoramento da formacdo ou néo
desses metabolitos durante a degradacdo pode se dar através de testes utilizando organismos
sensiveis a substancias toxicas como bioindicadores (DELLAMATRICE, 2005).

Estudos realizados por Gottlieb et al. (2003) demonstraram que apds tratamento para
reducdo de cor do corante Reactive Black 5 houve aumento da toxicidade para a bactéria
luminescente Vibrio fischeri, organismo utilizado em avaliacdes de toxicidade de substratos
como efluente e lodo téxtil.

Ensaios de toxicidade em organismos bioindicadores tém sido amplamente
empregados para avaliacdo da qualidade de diferentes compartimentos ambientais
(SAURABH et al., 2005; SVENSSON, 2005). Os testes ecotoxicolégicos sdo capazes de
identificar os efeitos prejudiciais de diversas substancias, e sdo Uteis para avaliar a qualidade
da agua e das aguas residuais (COSTA et al., 2008; MAGALHAES e FERRAO-FILHO,
2008).

A realizacdo de bioensaios para a avaliagdo de toxicidade tem aumentado nas Ultimas
décadas, uma vez que sdo capazes de integrar os efeitos de todos os contaminantes, incluindo
sinergismo e antagonismo, 0s quais ndo podem ser identificados apenas por analises quimicas
(PANDARD et al., 2006).
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Devido a complexidade dos ecossistemas aquéticos e das caracteristicas
multifuncionais dos testes de toxicidade, estes podem ser realizados com a mais variada gama
de espécies biologicas de diferentes niveis troficos, como cladoceros — dapnhias e
ceriodaphnias (VERSTEEG et al., 1997; ALVES, 1999; FERNANDEZ-ALBA et al., 2002;
MENEZES et al., 2005), crustaceos (BIZUKOJE et al., 2005; SAUER et al., 2005), peixes
(MENEZES et al., 2005), algas (TSVETNENKO e EVANS, 2002; FERNANDEZ-ALBA et
al., 2002), bactérias (VANDERMEULEN FODA; STUTTARD, 1985; FERNANDEZ-ALBA
etal., 2002; GOTTLIEB et al., 2003), células (BHAT et al., 2001), plantas (KUMMEROVA e
KMENTOVA, 2004; CASA et al., 2003; ORTEGA et al., 1996) etc, dependendo do substrato

a ser analisado e da disponibilidade de cada pesquisador.

2.4 Biorremediacéo

A biorremediagdo € um processo no qual, organismos vivos, normalmente plantas ou
microrganismos, sao utilizados para controlar e destruir compostos contaminantes. Essa
alternativa tecnologica é atraente pela possibilidade de obter-se a completa degradacdo do
poluente, isto &, sua mineralizacdo, ou sua transformacao para produtos finais menos toxicos
ou inécuos (MELO e AZEVEDO, 2008). Este processo de remediacdo tem sido intensamente
pesquisado e recomendado pela comunidade cientifica atual, como alternativa viavel para o
tratamento de ambientes contaminados, tais como aguas superficiais, dguas subterraneas e
solos, além de residuos industriais em aterro ou &reas de contencdo (GAYLARDE, 2005).

Na biorremediacdo microbiana, sdo empregados microrganismos ou suas enzimas para
degradar compostos poluentes a formas que ndo oferecem riscos de contaminacgéo, para que o
ambiente retorne & sua condicdo original. E uma metodologia atrativa e confiavel, considerada
muito eficiente, além de econdmica, versatil e principalmente por causar menor perturbagdo
ao ambiente (GAYLARDE, 2005).

Os fungos séo capazes de secretar uma grande variedade de enzimas eficazes, que sao
usados para auxiliar a sua nutricdo (BENNETT, 1998), e podem também deteriorar-se varios
materiais naturais, refinados ou transformados (ANASTASI, 2012).

A utilizagdo de microrganismos no saneamento basico e ambiental é pratica comum
desde os primordios do desenvolvimento dos processos bioldgicos de tratamento de aguas

residudres e residuos sdlidos. E evidente que a capacidade microbiana de catabolizar
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diferentes compostos organicos, naturais ou sintéticos, e inorganicos, extraindo desses
compostos fontes nutricionais e energéticas, € o que possibilitou 0 emprego desses agentes
bioldgicos, pela engenharia sanitaria, como solucdo aos problemas gerados pelos rejeitos
lancados no ambiente (VAZOLLER, 2001).

As pesquisas de degradacdo de compostos quimicos tém mostrado Varios
microrganismos extremamente versateis em degradar substancias recalcitrantes (KAMIDA et
al.,, 2005). Algumas caracteristicas dos fungos filamentosos, como a bioatividade e o
crescimento morfoldgico, fazem com que estes tenham melhores potenciais para degradagéo
do que as bactérias. Além disso, os fungos sdo capazes de crescer sob condi¢cdes ambientais
de estresse: meios com valores baixos ou elevados de pH, pobres em nutrientes e com pouca
umidade, favorecendo o seu desenvolvimento diante de outros microrganismos (MOLLEA et
al., 2005).

Dentre os fungos de interesse, estdo os fungos endofiticos que constituem uma enorme
diversidade de espécies que habitam plantas e merecem destaque especial devido a grande
diversidade quimica, ineditismo de moléculas e suas atividades bioldgicas (BORGER, 2008;
GUO et al., 2008). Outros fungos de destaque sdo os fungos decompositores da madeira, que
podem ser classificados em grupos ecofisioldgicos: causadores de podriddo branca (White-rot
fungi), de podridao parda (Brown-rot fungi) e de podriddo mole (Litter-rot fungi) (Tabela 4).
Entre eles, os fungos de podriddo branca sdo considerados 0s organismos mais eficientes na
biodegradacdo de poluentes (GLENN e GOLD, 1983; PASZCZYNSKI et al., 1992,
SPADARO et al., 1992; POINTING, 2001; WESENBERG et al., 2003) o que torna o estudo
destes organismos bastante interessante para o tratamento de residuos de caracteristicas
variadas como os residuos téxteis (NIEBISCH et al., 2010).

Maiores niveis de degradacdo sdo obtidos através da selecdo de microrganismos com
habilidade para degradacdo e estudos das condi¢cdes favoraveis do meio. Porém, a ampla
variedade estrutural dos corantes dificulta o isolamento de organismos capazes de degradar 0s
diversos grupos quimicos presentes. Enfase tem sido dada ao estudo de enzimas do sistema
ligninolitico fungico e com largo espectro de acdo tais como peroxidases e lacases
(DELLAMATRICE, 2006).

Os produtos finais da degradacdo do substrato pelas enzimas fungicas podem ser
utilizados como fertilizantes em plantacGes, suplementos para reacdo de animais ou ainda
serem reciclados e misturados a outros materiais organicos para cobertura de plantacGes
(ANDRADE, 2011).
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2.4.1 Biorremedicao por degradacao enzimatica

Devido a complexidade dos residuos encontrados nos efluentes de indudstrias téxteis,
muitas vezes a degradacdo tem sido obtida com a combinacdo de mais de um tratamento.
Assim, alguns tratamentos sdo capazes de remover a cor, porém ndo degradam
completamente a molécula, necessitando de um tratamento posterior para completar a
degradacdo dos metabolitos formados. Enzimas ndo especificas, em geral, sdo capazes de
iniciar a degradacdo, aumentando a degradabilidade para o tratamento seguinte
(DELLAMATRICE, 2006).

O uso de enzimas imobilizadas em processos industriais é de grande interesse devido a
facilidade de sua obtencéo através de processos de biotecnologia e suas vantagens em relacédo
aos catalisadores quimicos, como reutilizacdo, maior especificidade, menor consumo
energético, maior velocidade de reacdo e reducdo dos custos de maquinaria e laboratoriais
(MUSSATO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

Reys (2003) aponta ainda que as principais vantagens da utilizacdo de sistemas
enzimaticos em vez de tratamentos convencionais em efluentes téxteis sejam a sua aplicacédo
em materiais recalcitrantes, atuacdo em altas e baixas concentracdes de compostos tdxicos
contaminantes, atuacdo em amplo espectro de pH, temperatura e salinidade, facil processo de
controle, entre outras. A crescente utilizacdo de enzimas em tratamento de poluentes
especificos tem possibilitado a producdo de enzimas mais baratas e facilmente disponiveis.

As enzimas responsaveis pela degradacdo dos corantes sdo as enzimas modificadoras
de lignina ou também denominadas enzimas ligninoliticas (LMES) (DELLAMATRICE,
2006). Estas sdo amplamente produzidas por fungos ligninoliticos como os basidiomicetos
ligninoliticos, que atuam na decomposicdo da matéria organica, dinamizando a reciclagem de
nutrientes e regulando o equilibrio energético dos ecossistemas terrestres (TUOMELA et al.,
2000).

2.5 Enzimas ligninoliticas

As LMES, séo oxidoredutases envolvidas na degradacdo e mineralizagdo da lignina,

apresentam baixa especificidade, o0 que as torna capazes de degradar, além da lignina, um
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amplo espectro de organopoluentes persistentes com similaridades estruturais a lignina, dentre
eles os corantes téxteis (Figura 2) (NIEBISCH et al., 2010).

Duas estratégias tém sido propostas para a utilizacdo de LMES para a degradacdo de
compostos recalcitrantes: a transformacdo direta de poluentes por culturas ativas de
basidiomicetos ligninoliticos pré-selecionados, e 0 uso de enzimas extraidas/purificadas do
meio de cultura. Contudo, a escolha da melhor estratégia ira depender dos objetivos e das
condic¢des empregadas durante o processo de biodegradacdo (TRUPKIN et al., 2003).

As principais enzimas envolvidas sdo lacases, manganés peroxidases e lignina
peroxidases (DELLAMATRICE, 2006).
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Figura 2 - Similaridades estruturais entre um segmento da molécula de lignina e alguns
substratos poluentes.
Fonte: NIEBISCH et al. (2010).

2.5.1 Lacase

Lacase € uma enzima que pertence a familia das multicobre-oxidases (grupo de
oxidases que complexam cobre) (DURAN e ESPOSITO, 2008). Estas enzimas podem ser

extra ou intracelulares e catalisam tanto depolimerizacdo quanto polimerizacdo de seus
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substratos (RIVA, 2006). Catalisam a oxidacdo de uma variedade de doadores aromaticos de
hidrogénio com a concomitante reducéo de oxigénio a agua. Além de oxidar acidos fendlicos
e metoxifenolicos, também realizam descarboxilacdo e demetilacdo destes (REDDY, 1995;
BANCI et al., 1999; WONG e YU, 1999; WESENBERG et al., 2003; CAVALLAZZI et al.,
2004). Estas enzimas podem ser produzidas por plantas e por fungos, sendo secretadas pela
maioria dos basidiomicetos. As massas molares variam dentro da faixa de 60-100 KDa
(DURAN e ESPOSITO, 2008).

As lacases fungicas em geral possuem trés &tomos de cobre embora no caso da enzima
produzida por Trametes versicolor sejam encontrados quatro atomos de cobre, todos no
estado de oxidagdo Cu?* na enzima nativa. Catalisam oxidacdes por extracdo de um elétron de
substratos fendlicos, gerando radicais fenoxilos (HIGUCHI, 1990; DURAN, 1997; MAYER,
2002). Durante o ciclo catalitico da lacase, ocorre a reducdo de uma molécula de oxigénio a
duas moléculas de &gua, simultaneamente a oxidacdo de quatro moléculas de substrato para

produzir quatro radicais livres (Figura 3) (RIVA, 2006).

Lacase no Intermediario
estado reduzido Cl.l+ o Cll+ peroxidado
S T N PP
Cu.,-Cu CuhG,Cu
H.-‘ \H Ill
+ +
Cu Cu
A
H,O
4 AH
2+ 2+
Cu Cu
H—0O H—0O
2+ 2+ V2 2%
Cu.,-Cu « Cu.,-Cu
| I .
Lacase no Intermediario
H 24 H 24 _
estado reduzido Cu Cu nativo

Figura 3 - Ciclo catalitico da enzima lacase.
Fonte: WESENBERG et al. (2003).



32

A oxidagdo de compostos ndo fendlicos pela enzima ocorre através de um composto
intermediario ou “mediador”. Em geral, um mediador pode ser definido como uma molécula
com a funcgéo de transportar elétrons entre as enzimas e 0os compostos nao fenolicos. Depois
de oxidado pela enzima, o mediador sai de seu sitio ativo e pode oxidar qualquer substrato,
que, devido ao seu tamanho, ndo consegue entrar diretamente no sitio enziméatico. A forma
oxidada do mediador é distinta estruturalmente da enzima oxidada, o que lhe permite
diferentes mecanismos de oxidacdo, e consequentemente aumenta a gama de substratos
suscetiveis a acdo da enzima (BAIOCCO et al., 2002).

A lacase de T. versicolor pode oxidar modelos de lignina ndo fendlicos na presenca de
ABTS ou siringaldeido, assemelhando-se a LiP (DURAN e ESPOSITO, 2008).

Devido a essas varias func@es e a ndo especificidade pelo substrato, a lacase pode ser
utilizada em muitos processos industriais como biopulping, (processamento enzimético da
polpa de papel), branqueamento de corantes téxteis, remocdo de compostos fendlicos,
desintoxicacdo de efluentes e outros processos (NYANHONGO et al., 2002).

2.5.2 Manganés Peroxidase

A MnP foi descoberta em Phanerochrate crysosporuim junto a LiP. Esta enzima é a
mais comum das ligninas peroxidase modificadas, produzida por quase todos o0s
basidiomicetos colonizadores de madeira que causam podriddo-branca e varios fungos do
solo, colonizando a serrapilheira em decomposicdo. Esta enzima é extracelular, glicosilada,
dependente de perdxido de hidrogénio e do ion Mn*2. Possui massa molar de 45-47 kDa e um
grupo prostético heme (SCHELLER e ULVSKOQV, 2010).

MnP pode oxidar uma grande faixa de substratos através da oxidacdo de Mn?* para
Mn®*, ligando-se a substancias quelantes excretadas também pelo fungo (PAPINUTTI e
FORCHIASSIN, 2004).

O ciclo catalitico desta enzima € iniciado pela ligacdo de H>O2 a enzima nativa férrica
e formagdo do complexo ferro-peroxido. A quebra da ligacdo oxigénio — perdxido de
hidrogénio requer a transferéncia de dois elétrons do grupamento heme da enzima, resultando
na formacdo do composto | da manganés peroxidase e uma molécula de agua. A seguir, um
fon Mn?* doa um elétron para o composto | e ha a formagdo do composto 1l e do ion Mn®*. O

composto Il é reduzido de maneira similar & descrita anteriormente e outro Mn3* é formado a
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partir de um Mn?* regenerando, deste modo, a enzima férrica nativa (CAMERON et al.,
2007).
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Figura 4 - Ciclo catalitico da enzima manganés peroxidase.
Fonte: CAMERON et al. (2007).

O composto | é capaz de oxidar varios compostos fendlicos, enquanto a reducdo do
composto 1l requer exclusivamente Mn?* como substrato. Mn3* é estabilizado por &cidos
organicos secretados por varios fungos, os quais quelam e oxidam Mn®*, como por exemplo, 0
acido oxalico. Este, quando quelado, age como um mediador difusivel de 6xido-reducéo,
degradando esqueletos fendlicos, tidis e aminas aromaticas, degradando e depolimerizando,
assim, seu substrato natural (lignina), assim como compostos xenobidticos (REDDY, 1995;
BANCI et al., 1999; MESTER e TIEN, 2000; WESENBERG et al., 2003). Desta maneira,
acidos organicos séo tidos como a origem de radicais centrados em carbono, radicais peroxil e
superoxidos, que podem ser fonte de perdxidos para a utilizagdo por MnP ao invés de H»0O..
Conseqlientemente, fungos que carecem de enzimas produtoras de H>O. podem ser eficientes

degradadores de lignina (HOFRICHTER, 2002). A degradacdo in vitro da lignina e outras
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moléculas recalcitrantes por MnP é aumentada na presenca de tidis (glutationa reduzida e
cisteina) e acidos graxos insaturados (WESEMBERG et al., 2003).

2.6 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos sdo aqueles cultivaveis ou ndo, que penetram a planta e vivem em
seu interior durante parte ou todo o seu ciclo de vida. Estes fungos interagem com outras
espécies de microrganismos, sem causar algum dano ou prejuizo ao hospedeiro (PETRINI,
1991).

Estes microrganismos foram descritos pela primeira vez por Bary (1866),
permanecendo durante mais de um século quase que ignorados. Porém, as constataces sobre
suas fungdes reais no interior dos vegetais despertaram o interesse pelos microrganismos
endofiticos, surgindo assim um campo de valor biotecnolégico que vem resultando em um
maior conhecimento destes seres e suas relacdes ndo totalmente esclarecidas com a planta
hospedeira (PEIXOTO NETO et al., 2002).

A biodiversidade vegetal em paises de clima tropical e subtropical como o Brasil é
imensa. Estima-se que cada espécie vegetal possua microrganismos endofiticos ainda néo
classificados e com propriedades pouco conhecidas, mas potencialmente de interesse aplicado
(PEIXOTO NETO et al., 2002).

Devido a sua ampla distribuicdo dentro das plantas, os endéfitos podem ser isolados de
raizes, folhas e caules, e alguns de flores, frutos e sementes (LODEWYCKX et al., 2002).
Além disso, sdo encontrados na maioria das plantas, sendo considerados extremamente
abundantes, bastante diversos (HALLMANN et al., 1997; RYAN et al, 2008), e conhecidos
por desempenhar um papel benéfico para suas plantas hospedeiras (MELO e AZEVEDO,
2008).

Microrganismos endofiticos podem facilitar o crescimento da planta pelo
fornecimento de hormdnios e aumentar a resisténcia das mesmas a agentes patogénicos, falta
de umidade, e até mesmo a herbivoros (SAIKKONEN et al., 2006; TAGHAVI et al., 2010).
Simultaneamente, a planta fornece um ambiente favoravel para o desenvolvimento dos
microganismos endofiticos de modo a reduzir estresses bidticos e abidticos que poderiam
atuar na colonizacgdo dos endéfitos (NEWMAN e REYNOLDS, 2005).
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Pesquisas sugerem que os efeitos benéficos, promovidos pelos fungos endofiticos,
podem, em caso de plantas que crescem em locais contaminados, estender-se a degradacéo de
compostos xenobioticos (GERMAINE et al., 2006).

A versatilidade bioquimica e diversidade de microrganismos endofiticos representam
uma enorme variedade de genes que sdo ainda desconhecidos. Esta se descobrindo cada vez
mais funcbes génicas, particularmente para remediacdo ambiental e propdsitos industriais
(MELO, 2005).

Vérias modificacdes fisiologicas em plantas foram relacionadas com a presenca de
microrganismos que habitam seu interior. Alguns endoéfitos associados a folhas e peciolos tém
alta producdo de enzimas, como celulases e ligninases. Esses fungos, principalmente os
pertencentes ao género Xylaria, podem iniciar o processo de queda das folhas atuando por
degradacdo da celulose e lignina, apdés a morte do tecido (CARROLL e CARROLL, 1978).

A identificacdo de novas substancias e as atividades bioldgicas ja estabelecidas com o
cultivo de fungos endofiticos indicam que esses microrganismos constituem uma fonte
potencial de substancias bioativas e novas entidades quimicas que ainda é pouco explorada
(GUIMARAES, 2006). H4 dados na literatura que reportam a habilidade de fungos
endofiticos em produzir metabdlitos secundarios bioativos de diversas classes quimicas,
incluindo alcaldides, flavonoides, fenilpropanoides, lignanas, peptideos, esterdides, xanonas,
fenois, isocumarinas, quinonas, terpenos, citocalasinas, compostos alifaticos e clorados (TAN
e ZOU, 2001; SCHULZ e BOYLE, 2005).

Deng et al. (2011) mostraram que um fungo endofitico, identificado como Mucor sp.
CBRF59, isolado de Brassica chinensis foi potencialmente aplicavel para a biorremediacéo de
solos contaminados com metais, como cddmio e chumbo. Resultados satisfatorios também
foram encontrados para biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de
petroleo pelos fungos endofiticos Neotyphodium coenophialum e Neotyphodium uncinatum
isolados das gramineas Festuca arundinacea Schreb. e Festuca pratensis Huds,
respectivamente, por Soleimani e colaboradores (2010).

Como uma forma de estabelecer o papel funcional dos fungos endofiticos se faz
necessario, dentre outros fatores, a deteccdo de enzimas extracelulares (CARROLL e
PETRINI, 1983).

Strobel e Daisy (2003) afirmam que a selecdo das plantas hospedeiras para o
isolamento de endofiticos, que sejam interessantes do ponto de vista quimico e bioldgico,
deveria ser feita baseada em alguns critérios: i) a planta deve apresentar um historico

etnobotanico, ii) deve adaptar-se facilmente ao meio ambiente, podendo apresentar atividade
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alelopética, iii) deve crescer em regides de alta diversidade e /ou iv) deve ser endémica
(BORGER, 2008). O cafeeiro arabica (Coffea arabica L.) atende a maioria destes requisitos,
apresentando um grande valor econdmico, como fonte de grdo utilizados na alimentacdo; por
ser origindrio do continente africano e ter se adaptado, quando introduzido pelos
colonizadores nas novas col6nias americanas, provocando um impacto socioecondmico
(FERRAO, 1992) e se espalhado com facilidade pelo continente, inclusive em areas de alta

diversidade, como regiGes de mata atlantica.

2.7 A espécie Coffea arabica L.

O café é o principal género da familia Rubiacea, que possui mais de 6.000 espécies.
Atualmente, duas espécies deste género apresentam importancia econdmica: Coffea arabica
L. (aproximadamente 70% da producdo mundial) e Coffea canephora (aproximadamente 30%
da producdo mundial) (MATIELLO et al., 2002).

O cafeeiro é uma planta natural das estepes da Etiopia que chegou ao Brasil e teve sua
cultura iniciada 1727, no Para. Ao longo dos anos, quase que de maos em maos as sementes
do café foram “descendo” a costa do litoral brasileiro, e alcancando praticamente todo o
territorio nacional. Muitas regides produtoras estdo localizadas nos estados de Minas Gerais,
Séo Paulo, Parang, Rio de Janeiro e Espirito Santo (SEDIYAMA et al., 2001).

Apbs sua difusdo para todo o pais, a cultura do café acabou por se transformar numa
das maiores culturas propulsoras da economia desde a época da colonizacdo, sendo um dos
principais produtos agricolas da pauta de exportagdes e comércio do Brasil atualmente
(CONAB, 2013).

O Brasil € o maior produtor de café do mundo (DaMATTA, 2004) e a producdo do
café arabica representa 74,71% (34,99 a 37,47 milhdes de sacas) da producdo do Pais. O
maior produtor destes graos é o Estado de Minas Gerais, com 67,93% (24,25 a 25,45 milhdes
de sacas) de café beneficiado. Em Minas Gerais estd concentrada a maior area com 1.241,12
mil hectares, predominando a espécie arabica com 97,7%. A area total estadual representa
52,49% da éarea cultivada com café no Pais, e consequentemente o primeiro do ranking
nacional (CONAB, 2013).

As plantas de café sdo arbustos perenes ou pequenas arvores. Apresentam fases de

florescimento, formacdo e maturacdo dos frutos, compreendidas nos meses de outubro a
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marco, que corresponde ao periodo de renovacdo de ramos e de folhas; e fase de colheita e
repouso, de junho a setembro (SEDIYAMA et al., 2001).

Existem diversos tipos de manejo dos agroecossistemas cafeeiros, sendo o0 manejo
convencional e organico de ampla utilizacdo (LOPES e FERRAZ, 2009) na regido Sul de
Minas Gerais.

Os sistemas ditos convencionais representam monocultivo, com uso de grandes
quantidades de insumos, como fertilizantes inorganicos e fungicidas sistémicos, que podem
ocasionar alteracdo na planta (ALMEIDA, 2007), nos organismos associados e em seu
entorno.

A producéo organica € baseada em principios de diversificacdo, reciclagem, processos
bioldgicos e imitacdo de habitats naturais (IFOAM, 1996) e pode ser uma alternativa
interessante sob os aspectos ambiental, social e econdbmico, pois ndo contamina 0 meio
ambiente nem as pessoas direta e indiretamente envolvidas, além de agregar mais valor ao
produto final (RICCI et al., 2006). Na cafeicultura organica, a diversificacdo do sistema pode
ser obtida pela incorporacdo de arvores (GUHARAY et al., 2001) ou outras plantas de
interesse econdémico, como milho ou feijao.

Em relagdo ao cafeeiro, algumas informagfes sobre a diversidade, freqliéncia e
distribuicdo de fungos endofiticos ja sdo conhecidas. No entanto, pouco se sabe sobre a
diversidade e o0s metabolitos produzidos pelos microrganismos presentes nos sistemas

alternativos de cultivo, quando comparados aos tradicionais (ALMEIDA, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar e comparar a diversidade e o potencial remediador sobre corantes téxteis, da
comunidade endofitica fangica associada a espécie Coffea arabica L. proveniente de manejos
convencional e organico no Sul do Estado de Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

i)  Coletar e isolar fungos endofiticos associados as plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes propriedades no municipio de Pogo Fundo, no estado de Minas Gerais;

i)  Awvaliar se existe e quais sdo as diferengas entre os fungos isolados em comunidades
endofiticas de cultivos com manejo convencional e organico;

iii)  Selecionar linhagens fungicas com capacidade de produzir enzimas ligninoliticas e
degradar o corante RBBR em meio sélido;

iv) Determinar a presenga e a atividade das enzimas manganés peroxidase e lacase nos
fungos isolados dos diferentes cultivos de café, e no fungo padrdo Lentinula edodes
INCQS 40220;

v)  Testar o potencial de remediacdo de efluentes de industria téxtil pelos microrganismos
selecionados;

vi) Comparar o perfil de degradacdo dos fungos isolados dos diferentes cultivos de café e
do fungo Lentinula edodes INCQS 40220 o qual apresenta conhecida capacidade
degradativa de corantes;

vii)  Comparar a capacidade enzimatica entre os fungos isolados dos diferentes cultivos de
café e do fungo Lentinula edodes INCQS 40220 para avaliar o potencial dos endéfitos
isolados para tratamento de efluentes;

viii) Avaliar e comparar o perfil de incremento de biomassa dos fungos selecionados na

presenca do corante RBBR e do efluente de industria téxtil;
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Monitorar e avaliar o comportamento dos valores de pH do meio de crescimento dos

fungos selecionados;
Avaliar a eficiéncia do tratamento do efluente téxtil por meio da analise de DQO e teste

de fitotoxicidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de coleta

As amostras de cafeeiro foram coletadas em seis lavouras, sendo trés delas mantidas
sob manejo convencional, e localizadas a 21,875021° Lat. S; 45,895783° Long. O, 21°96°45”
Lat. S; 45°89°67” Long. O ¢ 21°88’58” Lat. S; 45°91°38” Long. O. E trés lavouras mantidas
sob manejo orgénico localizadas a 21°89°59” Lat. S; 45°89°45” Long. O, 21°93’85” Lat. S;
45°90°87” Long. O e 21°88°70” Lat. S; 45°91°35” Long. O, todas situadas em propriedades
rurais no municipio de Pogo Fundo, no estado de Minas Gerais.

Um pequeno fragmento da planta de café foi retirado para a confec¢do de uma exsicata
depositada no UALF- Herbario da Universidade Federal de Alfenas, identificada sob numero
de tombo 2274.

4.2 Coleta dos vegetais e isolamento dos fungos endofiticos

As folhas dos espécimes de cafeeiro foram coletadas de seis plantas aparentemente
saudaveis em cada lavoura, escolhidas aleatoriamente. Foram retiradas folhas maduras de
ramos plagiotropicos, que se originam do ramo principal.

As amostras foram armazenadas em sacos plasticos, identificadas e processadas no
maximo 48 horas apds a coleta.

Foram utilizadas cinco folhas de cada planta coletada, essas folhas foram desinfetadas
superficialmente com alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo (2
minutos), alcool 70% (30 segundos) e agua destilada esterilizada para lavagem (COLLADO
et al., 1996). Apos desinfeccdo, as folhas foram transferidas para placas de Petri estéreis e
cinco quadrados de aproximadamente 5 mm foram retirados de cada folha, com auxilio de
pinga e bisturi. Os fragmentos foram transferidos para a superficie do meio Batata Dextrose
Agar (BDA) disposto em placa de Petri, e contendo Cloranfenicol (50mg/L) para inibig&o do
crescimento de bactérias. Aliquotas da agua destilada utilizada no processo de desinfecgédo

também foram plaqueadas para assegurar que somente os fungos endofiticos fossem isolados.
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Os microrganismos obtidos no isolamento s6 foram utilizados quando o controle apresentou
resultado negativo. As placas foram incubadas a 25-28 °C por um periodo de até 15 dias, e,
apos crescimento, as colonias foram transferidas para novo meio BDA, em placa, para
purificacdo dos isolados fungicos (COLLADO et al., 1996).

Todos os isolados de fungos filamentosos e leveduras obtidos foram purificados em
meio BDA e preservados, em duplicata, em agua destilada esterilizada (CASTELLANI,
1967).

4.3 Caracterizacao e identificacdo preliminar das espécies isoladas

A identificacdo de fungos endofiticos é realizada com base principalmente na fase
assexuada, devido a dificuldade que estes tém de formar estruturas reprodutivas sexuais em
meio de cultura. Fez-se o agrupamento em morfoespécies de acordo com suas caracteristicas
em cultura (BAYMAN et al., 1998). Para tal, as amostras foram submetidas ao teste de
microcultivo e colbnia gigante, seguido pela identificagdo morfoldgica baseada na literatura
especializada (atlas e livros de taxonomia) (GAMS; HOEKSTRA; APTROOT, 1998; HOOG,
etal., 2009; TORTORA, 2005; ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

Os resultados de todas as coletas foram combinados para as analises. A taxa de

colonizagdo foi determinada de acordo com Petrini e colaboradores (1982).

% de colonizag¢do = N° total de fragmentos de folha na amostra com > 1 isolado

N° total de fragmentos de folha na amostra

% de isolamento = N° total de isolados obtidos em uma dada amostra

N° total de fragmentos de folha na amostra

Fez-se também a classificagdo das morfoespecies em grupos, de acordo com a

coloragéo, para selegéo de isolados predominantes para o teste de viabilidade.
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4.4 Teste de viabilidade dos isolados

Para os testes de viabilidade foram utilizadas seis morfoespécies, sendo trés originarias
de plantas de café de manejo organico e trés morfoespécies iguais, provenientes de manejo
convencional. As analises foram feitas em col6nias recéem isoladas de forma a tentar evitar o

efeito da manutencdo em condigdes de laboratério sobre os fungos.

4.4.1 Crescimento radial da colonia

Um disco de 5mm de didmetro do fungo mantido em meio Agar Malte 2% foi
transferido para o centro das placas que foram mantidas a temperatura ambiente. Foram feitas
3 repeticoes.

A avaliacdo do crescimento radial da coldnia foi realizada com régua milimétrica,
medindo-se, a cada 24 horas, por um periodo de 15 dias, ou até o preenchimento total da
placa, dois diametros perpendiculares previamente marcados na face externa do fundo da
placa de Petri (BARBOSA et al., 2002).

4.4.2 Esporulagéo

A avaliacdo da producdo de esporos foi realizada no 15° dia de incubacdo dos fungos
utilizados para o teste de crescimento radial, descrito no item 4.4.1.

Fez-se a determinacdo do nimero de conidios/mL em cada placa. Para liberacdo dos
conidios, foram utilizados 2 mL da mistura (1:1) de solugdo salina (NaCl a 0,89% p/v) e
solucdo de Tween 80 (0,1% v/v) e uma espatula para raspar a superficie do meio. De cada
placa, foram feitas trés laminas, e procedeu-se a leitura de 10 campos da Cémara de
Neubauer, conforme metodologia adaptada de Cruz e colaboradores (2009).
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4.4.3 Mecanismo de reducéo do derivado tetrazélio XTT

As seis colbnias puras isoladas do cafeeiro e selecionadas foram submetidas a analise
de atividade metabolica revelada pelo nivel de metabolizacéo do derivado tetrazolium XTT.

Os fungos foram cultivados em meio complexo Agar Nutriente por 10 dias a
temperatura ambiente e em triplicata. Para liberacdo dos conidios e hifas, foram utilizados 2
mL de solucdo salina (NaCl a 0,89% p/v), adicionados sobre a coldnia crescida, e uma
espétula, para raspar a superficie do meio.

A suspensdo de salina contendo as estruturas dos fungos foi entdo transferida para
microtubos do tipo eppendorf estéreis, com o auxilio de uma ponteira com a ponta cortada, de
forma a permitir a transferéncia das hifas. Apds homogeneizacdo, 200 pL dessa suspensdo
foram transferidos para outro microtuboestéril. Adicionou-se 200 pL da mistura XTT-
Menadiona (XTT 1 mg/mL e Menadiona 0,4 mM)/PBS1x & suspensdo nos microtubos e a
mistura foi incubada, ao abrigo da luz, a 37°C por 2 horas.

Passado o tempo de incubacdo necessario para a reducdo do XTT os microtubos do
tipo eppendorf foram centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos para promover a
sedimentagdo celular. Transferiu-se entdo 200 puL do sobrenadante de cada microtubo para
uma microplaca de 96 pocos. A leitura da absorbancia a 490 nm foi feita no leitor automatico
de placas, espectrofotdmetro do tipo Anthos Zenyth 200 rt.

A anélise dos resultados foi feita com base em porcentagem de atividade metabdlica,
ou seja, quanto maior a absorbancia, maior a porcentagem de atividade metabolica. Atribui-
se, portanto, o valor 1 ou 100 % para a amostra correspondente ao maior valor de absorbancia,
sendo esta a referéncia de atividade metabolica maxima. Todas as amostras restantes tiveram

sua atividade metabdlica calculada em relacdo a amostra de maior atividade.

4.5 Selecdo de fungos com capacidade de producdo de enzimas ligninoliticas - Teste de

descoloracédo em placa

As coldnias puras isolados do cafeeiro foram cultivados em meio complexo AM 0,5%

(0,5% de extrato de malte e 2% de agar) por aproximadamente 5 dias e a 28°C. Apés o



44

periodo de incubagdo, foi retirado um disco de meio complexo AM de 5 mm contendo o
fungo ja crescido, e este foi depositado sobre outra placa contendo meio complexo AM
acrescido de 0,005% de corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR). As placas foram
incubadas por 14 dias a 28°C, e a degradacdo do corante foi observada através da
descoloracdo visual do meio de cultura ao redor da coldnia fangica. Como controle, foram
utilizadas placas com meio complexo AM acrescido de 0,005% de corante RBBR com o disco
de AM sem o inoculo fangico.

Com base nos resultados deste teste em placa foram selecionados os fungos para a
realizacdo do teste de descoloracdo em meio liquido.

4.6 Teste de descoloracéo do efluente sintético

Os fungos isolados do cafeeiro que demonstraram capacidade de descolorir o corante
RBBR em placa foram inoculados em placas de Petri com meio complexo AM 0,5%. Apds 5
dias de incubacdo a 28°C, quatro discos de 5 mm de diametro contendo as amostras flngicas
foram transferidos para 10 Erlenmeyers contendo o efluente sintético

Para os testes em meio liquido foram utilizados dois tratamentos: meio complexo
Extrato de Malte 0,5%, acrescido de 100 mL de solucdo de RBBR (100mg/L) e meio
complexo Extrato e Malte 0,5% acrescido de 100 mL de solu¢do de RBBR (100mg/L) e 1,69
de raspas de madeira.

Como controle, foi utilizado o mesmo meio de cultura, com de 100 mL de solucéo do
corante RBBR (100mg/L), com e sem 0 acréscimo de 1,6g de raspas de madeira, sem 0
indculo fangico. As raspas de madeira foram acrescentadas ao meio de cultivo como um
indutor para a producdo de enzimas do sistema ligninolitico

Os testes foram feitos com agitacdo (150 rpm), a 28 °C, em pH 5, ajustados com
hidroxido de sodio (NaOH) e acido sulfurico (H2SO4). O periodo total do estudo foi de 40
dias. A cada dois dias, na primeira semana e a cada sete dias nas semanas seguintes, aliquotas
de 5 mL foram filtradas em membrana 0,45 um e a descoloragdo monitorada
espectrofotometricamente pelo decréscimo do pico de absorbancia no comprimento de onda
de 560nm, determinado previamente por varredura em espectrofotdmetro do tipo Anthos
Zenyth 200 rt.
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Os dados referentes a descoloracdo foram dados em absorbancia relativa, e o controle
sem indculo, considerado como tendo a absorbancia de 100%. Os valores das amostras foram
calculados proporcionalmente ao valor do controle. Quando a absorbancia das amostras foi
inferior a obtida no controle, esta reducdo de absorbancia foi denominada de atividade
descorante. Estes experimentos foram realizados em 5 repetigdes.

A porcentagem de descoloracéo foi calculada seguindo a equacéo:

Descoloracéo (%) = [(Acontrole — Acultura)/ A controle]x100

Onde:
Acontrole = absorbancia do sobrenadante do meio sem in6culo

Acultura = absorbancia do sobrenadante do meio inoculado

4.7 Teste de descoloracéo de efluente téxtil

4.7.1 Coleta e processamento de efluente téxtil bruto

As amostras foram coletadas na tubulacdo de entrada, no tanque de tratamento, da
estacao de tratamento da Industria téxtil localizada no sul de Minas Gerais.

Para recolher o efluente, foi utilizado um frasco de plastico de 5 litros com tampa. Em
laboratério, o pH do efluente téxtil foi ajustado para 5, em seguida, 100mL do mesmo foi
distribuido em Erlenmeyers de 250mL e estes foram esterilizados em autoclave. Apds a
esterilizacdo, o fungo A. niger (CC.22) foi inoculado e fez-se o monitoramento e calculo da
descoloracdo, conforme descrito previamente, no item 3.6, porém o comprimento de onda
utilizado para o efluente téxtil foi 310nm, previamente determinado por varredura em
espectrofotdmetro do tipo Anthos Zenyth 200 rt.

A aliquota do efluente bruto que ndo foi submetida ao tratamento biologico em
laboratério foi mantida congelada a -18°C por no maximo 15 dias também segundo
recomendag0es de Associacgdo Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT)-NBR 13373 (2005).
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4.7.2 UV- Anélise espectral na regido ultravioleta

Ap0s o periodo de incubacdo para tratamento do efluente téxtil bruto com A niger
(CC.22), uma aliquota do efluente tratado e outra do efluente controle (sem a presenca do
indculo) foram submetidas a anélise de varredura espectral de UV na faixa cumprimento de
onda (&) de 200 a 600nm. Foi utilizado o espectrofotdometro UV-VIS Shimadzu 2550.

4.8 Avaliacdo da Atividade Enziméatica

Para andlise de atividade enzimatica, foi utilizado o sobrenadante do meio inoculado,

conforme descrito no item 3.6.

4.8.1 Manganés peroxidase

A atividade de MnP foi determinada pela oxidacdo do vermelho de fenol. Para esta
reacdo devem ser adicionados 0,5 mL do meio de cultura; 0,1 mL de lactato de sodio 0,25 M;
0,05 mL de MnSOs; 0,2 mL de albumina bovina 0,5 %; 0,05 mL de H>O2 em tampé&o
C4HsNa204 0,2 M (pH 4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1 % que é o iniciador da reacao.
Apo6s 10 minutos a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 0,04 mL de NaOH 2,0 M, sendo
feitas leituras de absorbancia a 610 nm no inicio e no final da reacdo. Uma unidade
enzimética (UE) correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de substrato
por minuto, utilizando o coeficiente de extincdo molar para Vermelho de fenol oxidado (g =
22.000 M cm™) (KUWAHARA et al., 1984).
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4.8.2 Lacase

A atividade de Lacase foi determinada pela oxidagdo de ABTS. Utilizou-se 0,6 mL de
sobrenadante; 0,3 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0) e 0,1 mL de ABTS, que é 0
iniciador da reagdo. A leitura em espectrofotdmetro a 420 nm foi feita no inicio da reagdo e
apos 10 minutos. Uma unidade enzimatica (UE) correspondeu a quantidade de enzima capaz
de oxidar 1 pmol de substrato por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar para
ABTS oxidado (g = 36000 Mcm™) (BOURBONNAIS e PAICE, 1988).

4.8.3 Célculo das atividades ligninoliticas

A atividade cinética de producdo das enzimas foi calculada seguindo a equacéo
descrita por Aguiar Filho (2008).

Ul/mL= AAbs x 10°
eXRxt

Onde:

AAbs = absorbancia (Abs final —Abs inicial)
€ = coeficiente de absor¢ao molar

R = quantidade de solu¢do da amostra

t = tempo de reacdo em minutos

UI/L = Unidade Internacional

4.8.4 Descoloracao enzimatica do corante RBBR

Em adicdo aos testes descritos no item 2.4, nos mesmos dias, 1 mL do sobrenadante do
meio inoculado foi adicionado a 5mL de uma solugéo teste contendo meio extrato de malte
(0,5%) e o corante RBBR na concentracdo de 0,1mg/mL A solucdo acrescida do sobrenadante

foi incubada a 28°C, em agitagdo de 150rpm durante 150 minutos. A descoloracdo foi
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monitorada pela mensuracdo da absorbancia em espectrofotdmetro a 560nm, apds o periodo
de incubacdo.

A atividade de descoloragédo enzimatica foi calculada seguindo a equacéo:
Descoloracdo enzimatica (%) = [(A o — A 150)/ A 0] X100

Onde:
A o= Absorbéancia inicial

A 150= Absorbancia da solugéo teste apds 150 minutos de incubacdo a 28-C.

4.9 Quantificacdo de proteinas totais

Para a quantificagdo das proteinas totais foi utilizado o método proposto por Bradford
(1976).

Os fungos de interesse foram cultivados em meio liquido, e incubado nas condi¢cbes
descritas no item 3.6. Aliquotas foram filtradas para retirar o sobrenadante necessario.

O meio de reacdo € composto por 0,04mL do Reagente de Bradford, 0,150mL de agua
e 0,010mL do sobrenadante. Para o branco, adicionou-se 0,160mL de agua junto ao Reagente
de Bardford. Incubou-se por 15 minutos ao abrigo da luz e, em seguida, foi feita a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro a 595 nm.

O teor de proteinas totais foi dado em mg/mL. A atividade enzimatica foi relacionada
ao teor de proteinas totais em funcéo do tempo de incubac&o.

A proteina total foi calculada seguindo a seguinte equacdo, obtida de acordo com

Bradford, para o reagente utilizado:

Y =0,0094x + 0,0269

Onde:
Y= Absorbancia

x= Proteinas
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4.10 Determinacao da Biomassa Micelial

Para obtencdo de biomassa foi feito o cultivo em Erlenmeyers com meio complexo
AM 2% acrescido de 50 mL de solucio de corante RBBR na concentracdo de 0,1mg.mi>,

A obtencdo da biomassa seca foi obtida através do processo de filtragdo do meio de
cultivo seguido de secagem, a cada 5 dias de incubagdo, por um periodo de 40 dias. Para
filtracdo utilizou-se o filtro Watman n°1 previamente pesado e a secagem foi realizada em
estufa elétrica com circulacdo forcada a 50°C até peso constante.

A massa micelial foi expressa pela seguinte equacao:

MM = Pf - Pi x 100,
Pi

Onde:

Pi = Peso seco do papel filtro (peso inicial)

Pf=Peso seco do papel filtro ap6s filtragem (peso final)
M M = Massa micelial em porcentagem

4.11 Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A determinacdo de DQO foi realizada com as amostras de efluente antes e ap6s o seu
tratamento com A. niger (C.22). Os resultados obtidos foram comparados como forma de
avaliar a eficiéncia do tratamento.

Utilizou-se a metodologia baseada na determinacdo da DQO pela reducdo de Cr (VI) a
Cr (111) na presenca de H2SO*, conforme definido por Ringbom (1939).

A reacdo ocorreu em tubos contendo a amostra de efluente, uma solugdo digestora
composta por K>Cr.O7 (um forte agente oxidante), H.SOs e HgSO4 e uma solucdo &cida
composta por H>SOs e AQg2SOs. Os tubos foram mantidos em um bloco digestor
microprocessado Thermo Digest - 100.024.00.00 por 2 horas a 150°C. Apdés esse periodo e
com as amostras ja frias fez-se a leitura em espectrofotobmetro para analise do Cr (l1I)

formado, a 600nm. O célculo de DQO foi feito por meio da equagdo que se segue, obtida a
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através de uma curva padrdo construida a partir de parametros experimentais definidos por
Zuccari (1996):

Y =-0,00354x + 2,

Onde:
y= absorbancia
x=DQO

4.12 Avaliacdo da fitotoxicidade

Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos o recurso escolhido foram as sementes de

alface (Lactuca sativa) para avaliar a possivel interferéncia na germinacao.

4.12.1 Testes de germinagéo de sementes de alface — Lactuca sativa

As amostras de efluente tratadas com o fungo A.niger (CC 22) foram submetidas a
testes de toxicidade para avaliar a qualidade destes substratos ap6s o tratamento bioldgico.

Os bioensaios com sementes de alface foram realizados de acordo com técnica descrita
por Sobrero e Ronco (2004).

As amostras de efluente sofreram 5 diluigdes através da adicdo de agua destilada,
ficando as amostras para testes com as seguintes concentracfes: 100%, 80%, 50%, 20% e
10% viv.

Um disco de papel de filtro (Whatman n° 3, 9 cm de didmetro) foi colocado em cada
placa de Petri (10 cm de diametro) previamente marcada com a dilui¢do correspondente. O
papel foi entdo saturado com 4 mL da respectiva solucdo de diluicdo. Com a ajuda de uma
pinga, vinte sementes de alface foram colocadas sobre o papel, com espaco suficiente entre
elas para permitir o crescimento das raizes.

As placas foram tampadas e acondicionadas em sacos plasticos para evitar a perda de
agua e incubadas durante 5 dias (120 h) a uma temperatura de 22 + 2 °C, no escuro. Para cada
diluicdo foram feitas trés repeticdes. Como controle utilizou-se agua destilada no lugar das

diluicdes, e as placas foram incubadas nas mesmas condicdes.



4.12.2 Avaliagéo da fitotoxicidade

51

Teste de Toxicidade Aguda com Sementes de Alface

§ X & g B

22+ 2°C Escuro 4 mL de 120 h Controle
solugéo
Controle Controle I I
Hegativo Positivo
I I Diluigies das amostras

120 h de exposicio

YOOV
|/
|

Ensaio Estatistico I

¥ Hegistros dos sinais de fitotoxicidade
v Hegistro de sementes germinadas
— v Medicdo de crescimento das raizes e raiicula

v Calculo da porcentagem de inibicdo de crescimento

I Avaliacio dos efeitos fitotdxicos agudos I

Figura 5 - Fluxograma da técnica de bioensaio para a avaliagdo da fitotoxicidade com

sementes de Lactuca sativa (alface).
Fonte: SOBRERO e RONCO (2004).
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Fez-se a comparagéo entre o efeito gerado nos organismos testes expostos as amostras
e a resposta gerada nos organismos do controle negativo (expostos a dgua pura) sujeitos as
mesmas condicBes do ensaio.

Terminado o periodo de incubacéo, o efeito na germinag&o e no crescimento das raizes
e das radiculas foi quantificado (Figura 5).
a) Efeito na germinacdo: Registrou-se 0 nimero de sementes que germinaram normalmente,
considerando como critério de germinacdo o aparecimento efetivo da raiz.
b) Efeito no comprimento das raizes e das radiculas: Fez-se a medida da raiz e da radicula de
cada uma das plantulas, cuidadosamente, utilizando-se uma régua de acrilico. Para a medida
do comprimento da raiz foi considerada a distancia desde o nd (regido mais grossa de
transicdo entre a raiz e a radicula) até o apice radicular. Para a medida do crescimento da
radicula considerou-se desde o n6 até o local de insercdo dos cotiledones (SOBRERO e
RONCO, 2004).

4.12.3 Expressao dos resultados

Com as medidas obtidas foram realizados os seguintes calculos:
a) Média e desvio padrédo do crescimento das raizes e das radiculas;
b) Porcentagem de inibicdo do crescimento das raizes e das radiculas, com a média de

comprimento para cada diluicdo com relacdo a média de crescimento do controle negativo.

% crescimento relativo da raiz = média comprimento da raiz na amostra (MCRA) x 100
média comprimento da raiz no controle (MCRC)

% inibicao crescimento relativo da raiz = MCRC — MCRA x 100
MCRC

% crescimento relativo da radicula= média comprimento da radicula amostra (MCRaaA)x 100
média comprimento da radicula controle (MCRC)

% inibigdo crescimento relativo da radicula = MCRaC — MCRaA x 100
MCRaC
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c) Porcentagem de inibicdo da germinagdo, com a média dos valores de sementes que

germinaram para cada diluicdo com relacdo a média de germinacao do controle negativo.

% germinacéo relativa = n° de sementes gue germinaram na amostra x 100
n°® de sementes que germinaram no controle

% germinacéo absoluta = n° de sementes que germinaram x 100
n° de sementes totais

4.13 Analise dos dados

Os testes foram realizados em Delineamento Inteiramente Casualisado (DIC). Todos
os dados serdo testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA).

As medias das varidveis analisadas foram comparadas pelo modelo de regressédo
polinomial quadrética, aceitando coeficiente de determinagdo (R?) maior que 50% e as médias
que apresentaram R? baixo foram comparadas pelo teste de Scott-knott para p <0,05. Analises
de correlacdo foram utilizadas para determinar a relacao entre as variaveis analisadas.

Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do software estatistico SISVAR 5.3
de 2010.



54

5 RESULTADOS

5.1 Colonizacao e biodiversidade

Apbs o processamento das folhas de Coffea arabica L. e isolamento dos fungos
(Figura 3), foram obtidos 1.855 isolados, sendo 1.185 provenientes do sistema organico e 670
do sistema convencional (Tabela 1). A taxa de colonizacdo total diferiu e apresentou-se maior
(p<0,0001) no sistema organico, sendo de 0,78 e no sistema convencional, de 0,64 (Tabela 1).

A taxa de isolamento também foi maior (p<0,0001) no sistema organico com 1,291,

contra e 0,749 para o sistema convencional.

Figura 6 - Placas com Agar Malte contendo fragmentos de folhas de Coffea arabica
cultivados em manejo organico, para isolamento, com fungos ja crescidos, apos
4 dias de incubagao.

Fonte: O autor.

De acordo com as caracteristicas morfoldgicas, foram identificadas 39 morfoespécies

no sistema organico e 27 no sistema convencional (Tabela 1).
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Tabela 1 - Taxa de colonizacdo e numero de fragmentos de folhas e hastes de plantas de
cafeeiro Coffea arabica L. colonizados por fungos endofiticos nos sistemas de cultivo
organico e convencional.

Sistema de producéo

Organico Convencional

N° total de fragmentos de folha 895 895
N° fragmentos > 1 isolado 886 575
% de colonizagéo 78% 64%
N° fragmentos com 1 isolado 303 249
N° fragmentos com 2 isolados 244 140
N° fragmentos com > 2 isolados 99 39

N° de morfoespécies isoladas 39 27

N° total de colbnias 1185 670

O numero total de isolados por lavoura diferiu estatisticamente (p<0,001), conforme
apresentado na Tabela 2.

Tabela 2- Médias do numero de isolados por lavoura em cada manejo estudado.

Manejo Isolados
Organico 31,56 a
Convencional 17,05b

*Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na coluna, pelo teste de Scott- Knot, com nivel de
significancia de 5%.

Quadro 2- Classificacdo das morfoespécies flungicas de acordo com a cor das colbnias e a
porcentagem de ocorréncia em cada manejo.

Classes
Verde Cinza Branco | Amarelo | Preto
Cédigo 1 2 3 4 5
Manejo Organico % 15 21,18 22,18 - -
Manejo Convencional | % 9,56 10 13 4,54 4,54

As morfoespécies foram classificadas ainda de acordo com a coloragéo para facilitar a

analise de predominéancia e selecionar os isolados para o teste de viabilidade, descrito a seguir

no item 5.2. (Quadro 2).
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5.2 Teste de viabilidade dos isolados

Houve efeito significativo da interacdo entre 0 microrganismo analisado e o tipo de
manejo do qual foi isolado sobre o nimero de esporos produzidos, o crescimento da coldnia e

a viabilidade pelo teste de XTT.

5.2.1 Crescimento radial da colbnia

Em relacdo ao diametro da coldnia, observou-se que este foi maior nos isolados de
originarios de plantas de café de manejo convencional, exceto para o fungo 3, no qual o

diametro apresentou-se igual entre 0s manejos, conforme pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3- Média do diametro de morfoespécies fungicas isoladas de plantas de Coffea arabica
L. de manejo convencional e organico, ap6s 5 dias de cultivo em Agar Malte.
Diametro da col6nia (mm)

Fungo Organico Convencional
1 59,33b A 66,00 a A
2 51,33b A 59,67 aA
3 48,00 a A 46,67 a B

*Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos; médias
seguidas de mesma letra maitscula nao diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott 5%).

O comportamento do crescimento das coldnias, em todos os fungos analisados
ajustou-se ao modelo de regressdo polinomial quadratico, com R? acima de 0,9, ou seja, 0
modelo escolhido explica 90% do padrdo de crescimento das colbnias.

O crescimento foi constante e mais acelerado até aproximadamente 10 dias de
incubacdo. A partir do décimo dia houve uma reducdo no crescimento em CO.1e CC.1; CO.2
e CC.2 permaneceram com crescimento um pouco mais acentuado, enquanto CO.3 e CC.3 ja

haviam atingido o didmetro total da placa (Figura 7).
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Figura 7- Modelo de regressdo polinomial quadratica que relaciona o crescimento radial dos
fungos CO.1, CO.2 e CO.3, isolados de Coffea arabica de manejo organico e dos
fungos CC.1, CC.2 e CC.3, isolados de Coffea arabica de manejo convencional,
com o tempo de incubacédo, em dias.

Fonte: O autor.

5.2.2 Esporulacéo

O ndmero de esporos produzidos foi maior estatisticamente (p<0,001) nas
morfoespécies 1 e 2 isoladas de manejo convencional (Tabela 4).

Tabela 4- Numero médio de esporos produzidos por morfoespécies flngicas isoladas de
plantas de Coffea arabica L. de manejo convencional e organico.

NuUmero de esporos

Fungo Organico Convencional
1 173,00b A 162,33 a A
2 21,00b B 9,00aB
3 3,33aB 367aB

*Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos; médias
seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott 5%).
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5.2.3 Mecanismo de reducdo do derivado tetrazélio XTT

A absorbéancia no teste de XTT, para avaliagdo da viabilidade foi maior nos fungos
isolados do manejo organico, exceto para o fungo 3, em que as absorbancias foram iguais

entre 0s manejos.

Tabela 5- Viabilidade média de morfoespécies fungicas isoladas de plantas de Coffea arabica
L. de manejo convencional e organico, em valores de absorbancia, ap6s 10 dias de cultivo em
Agar Malte.

Viabilidade (absorbancia)

Fungo Organico Convencional

1 0,0477 (30,86%) a B 0,0393 (21,61%) b A
2 0,1523 (100%) a A 0,0680 (44,65%) b A
3 0,0370 (24,29%) a B 0,0373 (24,29%) a B

*Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos; médias
seguidas de mesma letra mailscula nao diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott 5%).

Em porcentagem, o fungo CO. 2 (isolado do manejo organico) apresentou maior
absorbancia e foi lhe foi atribuido o valor de 100% de atividade. Em comparagdo com este
valor, foram atribuidas porcentagens de atividade aos demais fungos (Tabela 5).

5.3 Selecdo de fungos com capacidade de producdo de enzimas ligninoliticas - Teste de
descoloracédo em placa

Apos 14 dias de incubacdo, as placas foram analisadas para o rastreio primario da
capacidade de degradar o corante RBBR presente no meio.

Todos os fungos testados cresceram na presenca de corante. N&do foi possivel observar
a formacdo de um halo de descoloracdo ao redor das colnias, no entanto sete fungos
apresentaram capacidade de descoloragdo de RBBR na regido onde suas hifas cresceram e
estes foram selecionados para analises posteriores. Sendo CO. 5 (Figura 8.1), CO. 9 (Figura
8.2), CO. 10 (Colletotrichum sp.) (Figura 8.3) e CO.11a (Figura 8.4) provenientes do manejo
organico e CC. 18 (Figura 8.5), CC. 22 (Aspergilllus niger) (Figura 8.6) e CC. 24 (Figura
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8.7), provenientes do manejo convencional. A Figura 8.8 refere-se ao meio Agar Malte

acrescido de corante RBBR sem o indculo fungico, como controle do experimento.

5 NN = 4 6 > 7 S 8
Figura 8 - Descoloracdo do corante Brilhante Azul de Remazol em meio Agar Malte apds 14
dias de incubagdo a temperatura 28°C. 1= CQO.5, 2= C0.9, 3= C0.10 e 4= CO.11a
isolados de Coffea arabica L. de manejo organico; 5= CC.18, 6= Aspergillus niger
CC.22 e 7= CC.24 isolados de Coffea arabica L. de manejo convencional e 8=
controle sem inoculo.
Fonte: O autor.

5.4 Testes de descoloracdo em meio liquido

Para o fungo L. edodes (INCQS 40220) o efeito da interacdo entre os dias de
incubacédo e o tratamento foi significativo (p <0,001). Na presenca de madeira, este fungo
apresentou capacidade de descolorir o meio Extrato de Malte acrescido de corante RBBR em
17,76% com 5 dias de experimento, no entanto esta atividade diminuiu para 2,82% e cessou
apos 10 dias. Ja na auséncia de madeira, a descoloragdo do meio por L. edodes (INCQS
40220) s6 ocorreu no 15° dia de incubacéo, com 13,7% de remocdo da cor e ndo foi mais

observada durante todo o periodo de experimento (Figura 9).
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Figura 9- Descoloracdo do corante Brilhante Azul de Remazol pelo fungo ligninolitico padréo
Lentinula edodes (INCQS 40220), com e sem a adicdo de raspas de madeira ao
meio, em fungdo do tempo de incubacao.

Fonte: O autor.

Ap0s as mensuraces, verificou-se que CO.11a apresentou descoloracao de 15,83% da
solucdo de RBBR, com 48 horas de incubacdo, na presenca de madeira. J& na auséncia de
madeira a descoloracdo do meio foi de 11,02% com 24 horas de experimento.

Para o fungo CO. 5 o padrdo da atividade de descoloracdo foi bastante semelhante na
presenca e auséncia de madeira, com inicio logo no primeiro dia de incubacéo, permanecendo
até 0 11° dia, a partir do qual ndo foi mais observada. Além disso, a descoloracdo promovida
por CO.5 foi maior no 4° dia de incubacdo em ambos os tratamentos com pico de 59,74% na

presenca de madeira e 51,12% na auséncia de madeira (Figura 10).
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Figura 10- Descoloracdo do corante Brilhante Azul de Remazol pelo fungo endofitico
identificado com CO. 5, isolado de Coffea arabica L. de manejo organico, com e
sem a adicdo de raspas de madeira ao meio Extrato de Malte, em funcdo do tempo
de incubacao.

Fonte: O autor.
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Figura 11- Descoloracdo do corante Brilhante Azul de Remazol pelo fungo endofitico
identificado com CO. 10, isolado de Coffea arabica L. de manejo organico, com
e sem a adi¢cdo de raspas de madeira ao meio Extrato de Malte, em fungédo do
tempo de incubacgéo.

Fonte: O autor.
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Houve efeito significativo da interacdo entre os dias e o tratamento sobre a
descoloracédo da solucdo de RBBR promovida pelo fungo CO. 10. Esta foi maior no meio sem
adicdo de madeira.

Como o observado na Figura 11, Para CO. 10 na auséncia de madeira, a descoloragao
pode ser verificada a partir do sexto dia de experimento e permaneceu até o final, com pico de
81,08% no 11° dia. J4 no meio com acréscimo de madeira a descoloracao teve inicio no 11° de

experimento, quando teve seu pico com 66,16%.
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Figura 12 - Descoloracdo do corante Brilhante Azul de Remazol pelo fungo endofitico
Aspergillus niger, isolado de Coffea arabica L. de manejo convencional, com e
sem a adicdo de raspas de madeira ao meio Extrato de Malte, em funcdo do
tempo de incubacéo.

Fonte: O autor.

O fungo A. niger (CC. 22), foi capaz de remover, na auséncia de madeira, até 94,67%
da cor da solugdo de RBBR, em 48 horas (Figura 13), permanecendo com valores elevados de
descoloracéo, durante todo o periodo de incubagéo, com 0 minimo de 58.92% aos 18 dias de
realizacdo do experimento, conforme pode ser observado na Figura 12.

Ainda de acordo com o Figura 12, pode-se observar que o valor maximo de

descoloracdo atingido por A. niger (CC.22), na presenca de madeira, ocorreu em 48 horas, e
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foi de 87,85%. No entanto, a partir desta primeira leitura houve decréscimo na descoloracéo,

que ja ndo pode ser verificada aos 11 dias de incubacéo.

" . )
Controle A. niger

Figura 13 - Descoloracdo do corante RBBR por Aspergillus niger (CC.22), sem adigdo de
raspas de madeira ao meio, com 48 horas de incubacéo.
Fonte: O autor.

Quando A. niger (CC.22) foi inoculado e cultivado diretamente em efluente textil a
descoloragdo promovida foi de 72,22% com 48 horas, no entanto nos demais dias de

experimento a remocdo da cor ndo foi mais observada.

5.5 UV- Anélise espectral na regido ultravioleta

Como pode ser observado na Figura 14, na regido ultravioleta, a amostra tratada e o
controle apresentaram o0 mesmo padrdo de absorbancia, no entanto, a amostra tratada
apresentou valores de absorbancia mais baixos que o efluente ndo tratado apds o periodo de

incubacgéo do fungo A. niger (CC.22).
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Figura 14- Varredura da absorbancia do efluente téxtil na regido ultravioleta ap6s 40 dias de
tratamento com o fungo endofitico Aspergillus niger (CC.22) em comparagdo ao
controle ndo tratado. * Valores de absorbancia das amostras diluidas em agua
detilada para a leitura (1:5).

Fonte: O autor.

5.6 Avaliacdo da atividade enzimatica

A atividade de Lacase sofreu efeito significativo da interacdo entre os dias de
incubacéo e adi¢do de madeira em L. edodes (INCQS 40220). Esta enzima néo foi observada
quando o fungo padrdo L. edodes (INCQS 40220) foi cultivado em meio AM 0,5% com
corante RBBR, sem a adi¢do de raspas de madeira (Figura 15).

Na presenca de madeira, a produgdo da Lac manteve-se durante todo o periodo de
experimento, variando do maximo de 338, 25 UI/L, com 15 dias de incubagdo, ao minimo de
66,94 UI/L aos 40 dias de incubacdo. Para este caso, foi ajustado o modelo de regressao
polinomial qudratica, com R?=0,525 (Figura 15).
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Figura 15 - Modelo de regressdo polinomial quadratica que relaciona a atividade de Lacase
produzida pelo fungo ligninolitico padrdo Lentinula edodes (INCQS 40220),
com a adicdo de raspas de madeira ao meio Extrato de Malte, em funcdo do
tempo de incubacéo.

J& para a enzima MnP L. edodes apresentou comportamento oposto, como pode ser
observado na Figura 16. Na presenca de madeira sua atividade foi detectada apenas aos 5 dias
de incubacdo, com 2.250,44UI/L, tendo sido a maior producdo desta enzima por L.edodes,
guando comparamos 0s dois tratamentos. Enquanto a atividade da mesma enzima, no meio
sem acréscimo de madeira pode ser detectada logo no primeiro dia de mensuragdo e
permaneceu até o 25° dia de experimento, tendo seu pico com 15 dias, de 1.469,66 UI/L. O
efeito da interacdo entre o periodo de incubacéo e a adi¢do ou ndo de madeira foi significativo
(p<0,001) também para MnP.
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Figura 16 - Modelo de regresséo polinomial quadratica que relaciona a atividade de Manganés
Peroxidase do fungo ligninolitico padrdo Lentinula edodes (INCQS 40220), com
e sem a adicdo de raspas de madeira a0 meio Extrato de Malte, em funcdo do
tempo de incubagéo.

Fonte: O autor.



66

N&o foi detectada a atividade da enzima MnP em CO. 11a.

A atividade da enzima Lac, produzida pelo fungo CO.11a comecou a ser detectada aos
4 dias de incubacéo e os picos de atividade, com 146,29 UI/L e 186,11 UI/L deram-se aos 6 e
40 dias de incubacdo respectivamente, na auséncia de madeira. Quando cultivado com
madeira, 0 maximo de producdo da Lac por CO. 1la foi de 259,29 UI/L aos 25 dias de
execucdo do experimento e o inicio da atividade pode ser verificado aos 6 dias (Figura 17).

Quando comparamos os dois tratamentos, verificou-se que, na presenca de madeira, a
producdo de Lac por CO.11a foi maior em quase todos os dias de incubagéo, exceto no 6°, 32°
e 40° dia quando a atividade desta enzima foi maior no meio sem acréscimo e madeira (Figura
17).

Ja entre os tratamento, o comportamento da atividade de Lac foi diferente. Na
ausencia de madeira houve uma correlagdo positiva, com maior atividade encontrada no

ultimo dia e na auséncia de madeira a correlagdo foi negativa, tendo aumentado entre 10 e 25

dias e voltando a diminuir antes do final do experimento (Tabela 6).

Tabela 6. Médias da atividade de Lacase do
fungo endofitico CO. 11a, isolado de Coffea
arabica L. de manejo organico, com e sem a
adicdo de raspas de madeira ao meio Extrato de
Malte, em funcdo do tempo de incubacéo.

Lacase (UI/L)

300.000 - y=-03762+ 185724119
R2=0810

250.000 -

200.000 -
4 Sem

150.000 - madeira

: Com
Dias Com madeira Sem madeira 100,000 | madeira
2 y=-0 006x::r3.520x+41 88
) 28,71 a 0,00b 50000 | B=0569
34,26 a 34,26 a

6 0.000 +#

111,11 b 146,29 a o 10 20 30 4 50
11

184,26 a 97,22b Figura 17 - Modelo de regressdo polinomial
18 196,29 a 87,04b quadratica que apresenta a atividade de
25 Lacase produzida pelo fungo endofitico CO.
32 259,26 107,41 b 11a, isolado de Coffea arabica L. de manejo

139,82 a 138,32a  organico, com e sem a adicdo de raspas de
40 164,81 b 186,11 a madeira ao meio Extrato de Malte, em funcao

*Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
nas linhas e entre os tratamentos (Scott-Knott 5%).

do tempo de incubacéo.
Fonte: O autor.

Para a atividade da Lac produzida pelo fungo CO.5 a interagdo entre os dias de

experimento e a presenga ou auséncia de madeira tiveram efeito significativo. Tal enzima
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apresentou maior atividade na auséncia de madeira, exceto no 18° dia de experimento (Tabela
7). Em ambos os tratamentos a Lac foi dectada durante todo o periodo de experimento.

Na auséncia de madeira, a maior atividade de Lac produzida por CO.5 foi de
15.824,08 UI/L detectada com 25 de incubagéo (Figura 18). No meio acrescido de madeira, a
atividade de lacase teve seu pico de 4.723,15 UI/L com 32 dias de incubagéo, no entanto,

permeneceu relativamente constante desde o 18° dia de leitura (Figura 18).

Tabela 7- Médias da atividade de Lacase 18000 -
produzida pelo fungo endofitico CO. 5, isolado
de Coffea arabica L. de manejo organico, com 16000 1 ’
e sem a adicdo de raspas de madeira ao meio | _ 14000 ‘
Extrato de Malte, em funcdo do tempo de | 5 100 o B Egzllm
incubagao. < 10000 - =03 Com
Lacase (UI/L) g 3000 - madeira
Dias Com madeira Sem madeira S 6000 -
2 137,954 10741a | § 0 T
4 102,78 a 26295a | & 0 \
6 96,30 a 322,22 a Ny
22000 4 10 20 30 40 50
11 912,96 b 5.803,70 a 2000 L
Dias de incubaciio
18 4.137,04 a 2.906,48 b  Figura 18 - Modelo de regressdo polinomial
o5 441019 b 15.824.08 a quadratica que apresenta a atividade de
Lacase produzida pelo fungo endofitico CO.
32 4.723,15a 4.687,04a 5 jsolado de Coffea arabica L. de manejo
40 2.713,89 b 6.571,29a  Organico, com e sem a adi¢do de raspas de

madeira ao meio Extrato de Malte, em funcéo

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

nas linhas e entre os tratamentos (Scott-Knott 5%). do tempo de incubagdo.

Fonte: O autor.

A interacdo entre os dias e o tratamento também teve efeito significativo sobre a
atividade de MnP produzida por CO.5. A atividade desta enzima foi maior estatisticamente na
auséncia de madeira, exceto no 11° dia de experimento, quando houve uma queda na atividade
de MnP nesta condic&o.

Na presenca de madeira CO.5 produziu MnP apenas entre 0 4° e o 11° dias de
incubacéo, sendo o seu pico de 1.974,55 UI/L verificado com 6 dias, embora este valor ndo
tenha diferido dos encontrados nos demais dias para este tratamento (Tabela 8).

Na auséncia de madeira a atividade da enzima MnP foi detectada durante todo o
experimento, exceto no 18°, para CO. 5. O pico de atividade desta enzima deu-se no 6° dia e
foi de 2.009,09 UI/L, no entanto este diferiu apenas do 11°, 18° e 40° dias, quando a atividade
de MnP foi menor (Tabela 8).
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Tabela 8- Médias da atividade de Manganés Peroxidase produzida pelo fungo endofitico CO. 5,
isolado de Coffea arabica L. de manejo orgéanico, com e sem a adigdo de raspas de madeira ao
meio Extrato de Malte, em funcdo do tempo de incubacéo e do tratamento utilizado.

Manganés Peroxidase (UI/L)

Dias Com madeira ~ Sem madeira
2 0,00bA 1.540,00a A

4 154182bA 1.76364aA
197455a A 2.009,09aA

11 1.267,27a A 45455b B

18 0,00aB 0,00aB
25 0,00bB 1.14730aA
32 0,00bB 1.340,00a A
40 0,00bB 727,27 aB

*Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos; médias
seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott 5%).

Tabela 9- Médias da atividade de Lacase produzida pelo fungo endofitico CO. 10, isolado de
Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adigdo de raspas de madeira a0 meio Extrato
de Malte, em fun¢do do tempo de incubacdo e do tratamento utilizado.

Lacase (UI/L)

Dias Com madeira Sem madeira
2 0,00aG 0,00aC
4 948.97 aF 254,52 b C
6 30.166,67 a C 587,98 b C
11 0,00bG 5.525,00a A
18 58.170,37a A 3.895,37b B
25 34.321,29a B 725,92b C
32 9.698,15a D 262,96 b C
40 5.264,98 a E 158,34b C

*Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos; médias
seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott 5%).

Houve efeito significativo da interagéo entre os dias de incubagéo e o tratamento sobre
a atividade da enzima Lac produzida por CO.10. Foi possivel verificar a presenca desta
enzima a partir do 4° dia de incubacdo e maiores atividades foram observadas na presenca da

madeira, exceto no 11° dia de incubagdo (Tabela 9).
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O pico de produgéo de Lac por CO.10 no meio acrescido de madeira foi de 58.170,37
UI/L com 10 dias de incubacdo. Na auséncia de madeira o pico deu-se aos 11 dias de
andamento do experimento, com 5.525 UI/L (Tabela 9).

Para a atividade de MnP produzida por CO.10 ndo houve efeito significativo da
interacdo entre os dias de incubagédo e o tratamento. Na presenca de madeira a atividade desta

enzima foi aproximadamente trés vezes maior (Tabela 10).

Tabela 10- Médias da atividade de Manganés Peroxidase produzida pelo fungo endofitico CO.
5, isolado de Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adigédo de raspas de madeira
ao meio Extrato de Malte.

Tratamento Manganés Peroxidase (UI/L)
Com madeira 1.576,67 a
Sem madeira 596,17 b

*Medias seguidas de mesma letra miniscula ndo diferem entre si nas colunas, pelo teste de Scott-Knott, com
nivel de significancia de 5%.

Analisando o efeito dos dias sobre a atividade de MnP produzida por CO.10, verifica-
se que a na presenca de madeira a atividade desta enzima foi detectada a partir do 6° dia de
incubagdo e seu pico de 1.623,63 UI/L deu-se no 32° dia. J& no meio sem acréscimo de
madeira o pico de atividade de MnP foi 3.727,27 UI/L verificado no ultimo dia de

experimento e teve inicio no 4° dia (Tabela 11).

Tabela 11- Médias da atividade de Manganés Peroxidase produzida pelo fungo endofitico CO.
10, isolado de Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adi¢do de raspas de
madeira ao meio Extrato de Malte, em funcdo do tempo de incubacdo.

Manganés Peroxidase (UI/L)
Com madeira Sem madeira

Dias

2 0,00 f 0,00 f
4 0,00 f 910,96 e
6 683,64 c 1.191,97 ¢
11 374,55 e 1.304,84 d
18 0,00 f 1.363,78 d
25 500,00d 1.560,00 ¢
32 1.623,63 a 2.554,55 b
40 1.587,56 b 3.727,27 a

*Medias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si nas colunas, pelo teste de Scott-Knott, com

nivel de significancia de 5%.
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Para A. niger (CC. 22) foi possivel mensurar a atividade das enzimas MnP e Lac. O
pico de atividade/producdo da MnP, quando A. niger (CC.22) foi cultivado sem madeira, foi
2.183,64 UI/L aos 18 dias de incubacdo. No entanto nos demais dias de leitura, a atividade
permaneceu aproximadamente constante, apenas com uma queda no 25° dia. Ja quando o
fungo foi cultivado em meio acrescido de madeira, 0 pico de atividade de MnP foi de
1.570,91 UI/L e deu-se com 4 dias de incubacdo, a partir do qual houve um descréscimo na
atividade, que ndo foi mais detectada apds 6 dias de experimento (Tabela 12).

A atividade, em ambos os tratamentos, pode ser detectada logo no primeiro dia de
leitura, com 48 horas, no entanto, a atividade méxima e, provavelmente, maior producéo de
MnP foram observadas por A. niger (CC.22) quando cultivado em meio sem acréscimo de

madeira (Figura 19).

Tabela 12- Médias da atividade de Manganés 2500 -
Peroxidase em Aspergillus niger (CC.22), y:-0672§:§§2273”1593-
isolado de Coffea arabica L. de manejo 200 - ¢ '
convencional, com e sem a adi¢do de raspas g 3 ¢ ¢
de madeira ao meio, em fungéo do tempo de % 1500 |
incubacao. : * Sen
Manganés Peroxidase (UI/L) 5 i
Dias Com madeira Sem madeira ‘1" madeira
2 1.440,00 a 1.618,18 a g 0
g y=2507%2- 136 9%+ 1635
4 1.570,91a 172727 a s g » Repie
6 574,55 b 1.803.67 a 10 20 40 50
11 0,00 b 1.754,59 a o Dias de incubagéio
18 0,00 b 2.183642 Figura 19 — Modelo de regressdo polinomial
25 0,00 b 1.854,55a  quadritica que apresenta a atividade de
32 0,00 b 1.872.73 a Manganés_ Peroxidase em Aspergi_llus niger
(CC.22), isolado de Coffea arabica L. de
40 0,00b 1.856,42 a

*Medias seguidas de mesma letra minudscula néo
diferem entre si nas linhas (Scott-Knott 5%).

manejo convencional, com e sem a adicdo de
raspas de madeira ao meio, em fungdo do
tempo de incubacéo.

Fonte: O autor.

A atividade da Lac produzida por A. niger (CC.22) em meio sem acréscimo de

madeira, pode ser detectada a partir do primeiro dia de incubacdo e o pico de atividade, nessas
condicBes, foi de 739,81 UI/L aos 18 dias, permanecendo estavel com 25 e 32 dias, e
atividades de 722,69 UI/L, 705,55 UI/L, respectivamente (Tabela 13). Na presenca de
madeira, a atividade/producdo maxima de Lac foi de 1.537,96 UI/L aos 40 dias e a partir de 6

dias de incubacdo ja foi possivel verificar sua atividade (Tabela 13). Apesar de a producao de
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lacase ter sido verificada logo no inicio do experimento, tanto na presenca quanto na auséncia

de madeira, esta enzima apresentou comportamentos opostos nos diferentes tratamentos,

como pode ser observado na Figura 20.

Tabela 13- Médias da atividade de Lacase
em Aspergillus niger (CC.22), isolado de
Coffea arabica L. de manejo convencional,
com e sem a adicdo de raspas de madeira
ao meio, em funcdo do tempo de
incubacéo.

Lacase (UI/L)

Dias Com madeira Sem madeira

Atividade de Lacase (UL'L)

1800 -
1600
1400 1
1200 -
1000 -
800 -+
600 -
400 -
200 1

y=1771x-31.69%+454.2
R2=0575

* Sem
madeira
Com

* madeira

y=-137122+71.072 - 2196
R2=0871

200 ¢ 10 20 30 40 50

Dias de incubaciio

2 0,00 b 39,62 a
4 372,22 a 31,49 b
6 232,41 a 122,22 b
11 525,63 a 169,47 b
18 249,99 b 739,82 a
25 107,87 b 722,69 a
32 115,74 b 705,56 a
40 1.537,96 a 377,78 b

*Medias seguidas de mesma letra minUscula ndo

diferem entre si nas linhas (Scott-Knott 5%).

Figura 20 - Modelo de regressdao polinomial
quadratica que apresenta a atividade de Lacase
produzida pelo fungo endofitico Aspergillus
niger (CC.22), isolado de Coffea arabica L. de
manejo convencional, com e sem a adi¢do de
raspas de madeira ao meio, em funcdo do tempo
de incubacao.

Fonte: O autor.

Tabela 14. Médias da atividade da enzima Manganés Peroxidase produzida por Aspergillus
niger (CC.22) isolado de Coffea arabica L. de manejo convencional, cultivado em efluente

téxtil.

Dias Manganés Peroxidase (UI/L)
2 387,27 ¢
4 710,91 a
6 0,00d

11 509,09 b

18 336,36 ¢

25 301,82 ¢

32 0,00d

40 0,00d

*Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na coluna (Scott-Knott 5%).
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Em efluente téxtil, ndo foi possivel verificar a atividade de Lac produzida por A. niger
(CC.22). Em contrapartida, a atividade de MnP foi detectada e seu pico de atividade foi de
710,91 UI/L, observado com 48 horas de incubacéo (Tabela 14).

5.7 Descolorac@o de RBBR por a¢édo enzimatica

O sobrenadante extraido do meio de cultivo do fungo padrdo L. edodes (INCQS
40220) e de CO.11a ndo foram capazes de promover a descolora¢cdo de RBBR na auséncia do
fungo.

Tabela 15- Descoloracdo média do corante 16 - y=0019% -0 593x+6 685
Brilhante Azul de Remazol por acdo das b

enzimas presentes no sobrenadante retirado
do meio de crescimento do fungo endofitico
CO. 5, isolado de Coffea arabica L. de
manejo organico, e cultivado com e sem a
adicdo de raspas de madeira em meio Extrato
de Malte, em funcdo do tempo de incubacao.

Descoloracéo (%)

14 4
12 4

10 | ¢ y=000452+0031x+2.920

F2=0809

Descoloracio de RBBR (%0)

e * Sem
Dias  Com madeira Sem madeira 2- ?}ﬂdfi"ﬂ
i}
2 8,97 a 3,78b 0 +—e— . madeira
4 0.00 b 431a 0 10 20 30 40 50
5 5'50 0700 b Dias de incubaciio
H a' i)
11 316a 257a Flgura} _21- Modelo _de regressao poI|n~om|aI
quadratico que relaciona a descoloracdo do
18 0,00b 4,71a  corante Brilhante Azul de Remazol pelo
o5 430b 6.58a sobrenadante retl_rado do meio de crescimento
do fungo endofitico CO. 5, isolado de Coffea
32 1160a 9,25b  arabica L. de manejo organico, e cultivado
40 12 95 a 1011b com e sem a adicdo de raspas de madeira em

meio Extrato de Malte, em funcdo do tempo
*As medias seguidas da mesma letra nao diferem  de incubag&o.
entre si, nas linhas (Scott-knott, 5%). Fonte: O autor

A descoloracéo da solugdo de RBBR pelas enzimas presentes no sobrenadante extraido
do meio de cultivo de CO. 5 ndo apresentou um padréo e variou entre 0s tratamentos, tendo os
valores, oscilado também ao longo dos dias (Figura 21). No entanto, a descoloragcdo promovida

por ambos 0s sobrenadantes foi maior no ultimo dia de incubacéo, com valores de 12,95% para
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0 sobrenadante do meio com acréscimo de madeira e 10,11% para o sobrenadante do meio sem
madeira (Tabela 15).

Tabela 16- Média da descoloracdo do corante Brilhante Azul de Remazol pelo sobrenadante
retirado do meio de crescimento do fungo endofitico CO. 10, isolado de Coffea arabica L. de
manejo organico, e cultivado com e sem a adicdo de raspas de madeira em meio Extrato de
Malte, em funcdo do tempo de incubacao.

Descoloracéo (%)

Dias Com madeira Sem madeira
2 0,00aB 0,00aD
4 0,00aB 0,00aD
6 0,00aB 0,00aD
11 0,00bB 10,56 a A
18 0,00bB 7,77aC
25 399b A 8,34 aB
32 0,00aB 0,00aD
40 0,00aB 0,00aD

*Medias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e medias seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si nas colunas, pelo teste de Scott-Knott, com nivel de significancia de 5%.

A descoloracdo promovida pelo sobrenadante do meio de crescimento de CO.10 foi
maior na auséncia de madeira. O sobrenadante do meio acrescido com madeira promoveu
descoloracdo da solucdo de RBBR apenas com 25 de incubacédo, enquanto o sobrenadante do
mesmo fungo sem acréscimo de madeira promoveu descoloracdo entre 0 11° e 0 25° dias de
incubacéo (Tabela 16).

Conforme pode ser observado na Figura 18, em A. niger a descoloracdo da solucdo de
RBBR por acdo das enzimas presentes no sobrenadante foi semelhante entre os tratamentos
com e sem madeira. Em ambos a descoloracdo teve inicio com 18 dias de incubacéo a partir
do qual foi observado um aumento exponencial que permaneceu até o final do experimento,
exceto no 25° dia no meio na presenca de madeira (Tabela 17).

A acdo das enzimas presentes no sobrenadante de A. niger (CC.22) cultivado em
efluente téxtil foi observada j& no segundo dia de leitura e o pico de descoloracéo foi de com

5,53 % e deu-se com 18 dias, permanecendo elevado até o final do experimento (Figura 23).



Tabela 17- Descoloragdo media do corante
Brilhante Azul de Remazol por acdo das
enzimas presentes no pelo sobrenadante
retirado do meio de crescimento do fungo
endofitico Aspergillus niger (CC.22), isolado
de Coffea arabica L. de manejo
convencional, e cultivado com e sem a adi¢éo
de raspas de madeira em meio Extrato de
Malte, em funcdo do tempo de incubacao.
Descoloracéo (%)

Dias Com madeira  Sem madeira
2 0,000 a 0,000 a
4 0,000 a 0,000 a
6 0,000 a 0,000 a
11 0,000 a 0,000 a
18 6,396 a 6,744 a
25 0,000 b 3,610 a
32 10,636 a 11,146 a
40 10,552 b 14,116 a

*As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si, nas linhas (Scott-knott, 5%).

14

16 -

7= 000652+ 01330703
14 1 Re=0902

12 -

¢ ¥=0005x2+0.077%-0398

10 - R2=0717

4 Sem
madetra
Com
madeira

Descoloraciode RBBR

g 10 20 30 40 50

Dias de incubaciio

Figura 22- Modelo de regressao polinomial
quadratico que relaciona a descoloracdo do
corante Brilhante Azul de Remazol pelo
sobrenadante retirado do meio de crescimento
do fungo endofitico Aspergillus niger (CC.22),
isolado de Coffea arabica L. de manejo
convencional, e cultivado com e sem a adicdo
de raspas de madeira em meio Extrato de Malte,
em funcdo do tempo de incubacéo.

Fonte: O autor.

6 —
*
5 -
[
)
M| 4 -
=4
3
<= 3
&
g 5 y=-0.005%2+0.386x - 1.213
= R2=0.817
S
z 17
£
=
O _7 ‘ T T 1
20 40 60
_1 -
Dias de incubacao

Figura 23- Modelo de regressdo polinomial quadratico que relaciona a descoloragdo do corante
Brilhante Azul de Remazol por agdo de enzimas presentes no sobrenadante retirado do
meio de crescimento do fungo endofitico Aspergillus niger (CC.22), isolado de Coffea
arabica L. de manejo convencional, e cultivado em efluente téxtil, em funcéo do tempo

de incubacao.
Fonte: O autor.
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5.7 Quantificacao de proteinas totais

Para a analise de proteinas totais em L. edodes (INCQS 40220) foi utilizado o teste de
comparacdo de médias. A mensuracdo das proteinas produzidas por L. edodes (INCQS
40220) pode ser realizada a partir do primeiro dia de leitura, em ambos os tratamentos.
Quando cultivado em meio sem acréscimo de madeira, a producéo de proteina apresenta uma
correlacdo positiva com o tempo, tendo aumentado ao longo dos dias de experimento, até 25
dias de incubacdo, quando apresentou seu pico de producdo com 556,00 mg/L. A partir de
entdo ndo foi mais possivel detectar a produgédo de proteinas totais pelo método de Bradford,

nessas condi¢des (Tabela 18).

Tabela 18 — Média das Proteinas Totais produzidas pelo fungo ligninolitico padrdo Lentinula
edodes (INCQS 40220) com e sem a adicdo de raspas de madeira ao meio Extrato de Malte,
em funcéo do tempo de incubacéo.

Proteinas Totais (mg/L)

Dias Com madeira Sem madeira
5 305,44a G 47,820b E
10 500,46 a F 69,36 b D
15 714,62aC 80,32b C
20 469,38 a G 213,10b B
25 533,74b E 556,00 a A
30 684,46 aD 0,00bF
35 753,12a A 0,00bF
40 723,90 aB 0,00b F

*Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos; médias
seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott 5%).

Pode-se observar na Tabela 18 que a producdo de Proteinas Totais por L. edodes
(INCQS 40220) cultivado em meio Extrato de Malte com corante RBBR acrescido de
madeira foi detectada durante todo o periodo de experimento. A producdo maxima deu-se aos
35 dias de incubagdo, com 753,12 mg/L, no entanto mensuragcdes menores, mas bastante
préximas foram realizadas com 15 e 40 dias de experimento.

A mensuracdo das proteinas totais produzidas por CO. 11a teve seu pico aos 40 dias,
quando o fungo foi cultivado sem madeira, com 1.113,99 mg/L. A presenca de proteinas pode
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ser detectada pelo método de Bradford a partir de 4 dias de incubacdo nessas condi¢Bes
(Tabela 19).

As proteinas totais produzidas por CO. 11a, cultivado na presenca de madeira pode ser
detectada a partir do primeiro dia de mensuragdo (48 horas) e seu pico foi de 806,68 mg/mL
aos 18 dias de experimento (Tabela 19).

Na presenca de madeira a producdo de proteinas totais foi maior estatisticamente

(p<0,0001) que na auséncia, do inicio até o 25° dia de incubacao.

Tabela 19 — Média de Proteinas Totais produzidas pelo fungo endofitico CO. 11a, isolado de
Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adicdo de raspas de madeira a0 meio
Extrato de Malte, em funcéo do tempo de incubacéo.

Proteina Total (mg/L)

Dias Com madeira Sem madeira
2 0,00aG 0,00aF
4 633,05aB 111,17b E
6 557,70 a D 104,56 b E
11 573,05aC 0,00bF
18 806,68 a A 370,19b C
25 27748 aE 211,27b D
32 191,77b F 470,33aB
40 190,68 b F 111399a A

*Medias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos. Médias
seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si nas colunas e entre os dias (Scott-Knott, 5%).

As proteinas totais produzidas por CO.5 sofreram efeito significativo da interacdo
entre os dias de incubagdo e o tratamento utilizado. Quantidades maiores de proteina foram
encontradas na presenga da madeira, exceto no 11° dias de experimento (Figura 24).

Em CO.5 incubado em meio com madeira a quantificacdo de proteinas totais foi
possivel desde o primeiro dia de leitura e o pico de producao foi de 1.822,34 mg/L e deu-se
no ultimo dia de experimento. J& na auséncia de madeira, a quantificacdo de proteinas totais
foi possivel apenas a partir do segundo dia de leitura e seu pico ocorreu também no ultimo dia
de experimento, com 1.285,55 mg/L (Tabela 20).
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Tabela 20— Meédia de Proteinas Totais
produzidas pelo fungo endofitico CO. 5,

isolado de Coffea arabica L. de manejo 2000 -
organico, com e sem a adicdo de raspas de §0S4IE + 1461244022
madeira ao meio Extrato de Malte, em fungéo 1500 4
do tempo de incubagAo. Yo e 1570
Proteina Total (mg/L) ;1 1000 |
Dias Com madeira Sem madeira V M ﬁ;‘gﬁm
2 682,98 a 000b | ;" cn
’ ’ & madeira
4 538,29 a 574b 0-
6 322,14 a 10,85 b S
-500 - . . -
11 194,65 b 702,13 a Dias de incubacio
18 95352 a 559.70 b Figura} 24- Modelo de regressao ,polinomigl
quadratica que apresenta as Proteinas Totais
25 1.497,934 a 1.067,72 b produzidas pelo fungo endofitico CO. 5,
32 1.251,69 a 844 46 b isolfld_o de Coffea arabica ) L. de manejo
organico, com e sem a adicdo de raspas de
40 182234 a 1.28555b  madeira a0 meio Extrato de Malte, em funcéo
*Medias seqguidas de mesma letra nao diferem entre si  do tempo de incubagao.
nas linhas e entre os tratamentos (Scott-Knott, 5%). Fonte: O autor.

Tabela 21- Média de Proteinas Totais produzidas pelo fungo endofitico CO. 10, isolado de
Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adi¢do de raspas de madeira a0 meio
Extrato de Malte, em func¢do do tempo de incubacao.

Proteina Total (mg/L)

Dias Com madeira Sem madeira
2 369,84aD 87,36 b E
4 485,80 a C 122,98 b D
6 517,37aB 140,56 b C
11 586,88 a A 517,37b A
18 3,66bF 161,81aB
25 34,04bE 122,34aD
32 0,00b F 79,79aE
40 0,00bF 2798 aF

*Medias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si nas linhas e medias seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si nas colunas, pelo teste de Scott-Knott, com nivel de significancia de 5%.

As proteinas totais produzidas por CO. 10 sofreram efeito significativo da interacéo

entre os dias de incubacéo e o tratamento utilizado. Em ambos os tratamentos a quantificacao



78

foi possivel logo no primeiro dia de leitura e foi maior até o 11° dia na presenca de madeira e
entre 0 18° e 0 40° dias na ausencia de madeira (Tabela 21).

O pico de producdo de proteinas por CO. 10, na presenca de madeira, foi de 586,88
mg/L aos 11 dias de experimento e a quantificacdo ndo foi mais possivel apds 25 dias. Na
ausencia de madeira a quantificacdo de proteinas foi possivel durante todo o periodo de
experimento e o0 pico deu-se também no 11° dia e foi de 517,37 mg/L (Tabela 21).

As proteinas totais produzidas por A. niger foram detectadas pelo método de Bradford
a partir de 11 dias de incubag&o e tiveram seu pico de producgéo aos 40 dias de experimentos
para ambos 0s tratamentos (Figura 25). No entanto no meio com adicdo de madeira essa
producdo foi maior, atingindo o maximo de 1.298,20 mg/L , enquanto no meio sem acréscimo
de madeira a producdo maxima foi de 507,60 mg/L, corforme pode ser observado na Tabela
22.

Tabela 22- Meédias de Proteinas Totais
produzidas  pelo  fungo  endofitico

Aspergillus niger (CC.22), isolado de 1400 -
Coffea arabica L. de manejo convencional, 1200 4 y= I3 15 10
com e sem a adigédo de raspas de madeira ao
meio Extrato de Malte, em funcdo do tempo 1000 -
de incubacéo. 3w | . s
Proteina Total (mg/L) E" 600 | ;nadeira
Dias Com madeira Sem madeira 3 200 . fhzg:eim
2 0,000 a 0,000 a g 20 - y=-024053 + 23 66 - 72.90
R2=0.957
4 0,000 a 0,000 a 0 : ‘ ‘ ‘ ‘
6 0,000 a 0,000 a w80
Dias deincubacio
11 461,20 a 230,60 b
Figura 25- Modelo de regressdo polinomial
18 680,40 a 261,00b quadratica que apresenta as Proteinas Totais
25 943,00 a 383,80b  produzidas pelo fungo endofitico Aspergillus
niger (CC.22), isolado de Coffea arabica L. de
32 946,60 2 398,00b manejo convencional, com e sem a adigdo de
40 1.298,20 a 507,60 b  raspas de madeira ao meio Extrato de Malte, em

*Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
nas linhas e entre os tratamentos (Scott-Knott, 5%).

funcéo do tempo de incubacéo.
Fonte: O autor

No cultivo de A. niger (CC.22) em efluente téxtil, a quantificacdo de proteinas totais

produzidas nao foi possivel através do método utilizado.
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5.8 Mensuracéao de pH

Os valores de pH foram mensurados a cada dia de leitura e foram observadas
diferengas significativas ao longo do periodo de incubacdo em ambos os tratamentos, para
todos os fungos estudados.

Em L. edodes (INCQS 40220), para a variavel pH o efeito da interacéo entre os dias e
a madeira néo foi significativa, bem como o efeito dos dias isoladamente. Apenas a madeira
teve influéncia significativa. Conforme pode ser observado na Tabela 23, na auséncia de

madeira o valor de pH apresentou-se maior, permanecendo mais proximo a 5.

Tabela 23 — Valores médios de pH do meio de crescimento do fungo Lentinula edodes
(INCQS 40220), com e sem a adicdo de raspas de madeira ao meio Extrato de Malte, em
funcdo do tempo de incubagéo.

Tratamento pH do meio
Com madeira 475b
Sem madeira 5,06 a

*Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na coluna, pela teste de Scott-Knott, com 5% de
significancia.

Tabela 24— Valores médios de pH do meio de crescimento do fungo endofitico CO. 11a,
isolado de Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adi¢do de raspas de madeira ao
meio Extrato de Malte, em funcdo do tempo de incubagao.

pH do meio
Dias Com madeira  Sem madeira
2 4,86 a A 465bC
4 426b C 491aB
6 433bC 483aB
11 4,60aB 463aC
18 460bB 4,88aB
25 4,49b B 495aB
32 450b B 495aB
40 495b A 56laA

*As médias seguidas da mesma letra minGascula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos. Médias
seguidas de mesma letra maiGscula nao diferem entre si nas colunas e entre os dias de experimento (Scott-knott,
5%).
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O pH do meio de cultivo de CO.11 a sem adicdo de madeira permaneceu proximo de
5, valor inicial, no entanto, apresentou quedas com 2 e 11 dias de incubagdo e um aumento
aos 40 dias de incubacdo. J& o pH do meio acrescido de madeira apresentou oscilagéo,
permanecendo abaixo de 5 apos 4 dias de incubagdo e retornando a um valo estatisticamente
igual apenas no 40° dia de experimento (Tabela 24).

Entre os tratamentos ndo foi observado um padrdo de variacdo nos valores de pH.

Tabela 25- Valores médios de pH do meio de crescimento do fungo endofitico CO. 5, isolado
de Coffea arabica L. de manejo organico, com e sem a adicdo de raspas de madeira a0 meio
Extrato de Malte, em func¢do do tempo de incubacéo.

pH do meio
Dias Com madeira Sem madeira
2 496b A 504aA
4 4,74b C 510a A
6 492aA 495aB
11 4,85bB 492aB
18 480bB 488aC
25 482 aB 484aC
32 480bB 491aB
40 483aB 487aC

*As médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos. Médias
seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si nas colunas e entre os dias de experimento (Scott-knott,
5%).

Para o fungo CO.5, o pH do meio de crescimento foi maior na auséncia de madeira
que na presenca deste material. O meio acrescido de madeira apresentou um decréscimo
maior (de 5 para 4,74) no valor de pH com 4 dias de experimento, a partir do qual voltou a
aumentar, embora tenha permanecido sempre menor que o valor inicial (pH= b5).
Comportamento semelhante foi observado no pH do meio sem acréscimo de madeira, porém
neste tratamento a maior queda foi verificada no 18°, 25° e 40° dias de incubagdo (Tabela 25).
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Tabela 26. Valores médios de pH do meio de 19 -
crescimento do fungo endofitico CO. 10, ags |t 0000800068+ 4874
isolado de Coffea arabica L. de manejo _ fE=nss

organico, com e sem a adicdo de raspas de
madeira ao meio Extrato de Malte, em funcao
do tempo de incubacéo.

§=0000x2-0.024%+4757
R2=0938

pH do meio
Dias  Commadeira ~ Sem madeira ¢ Sen
madeira

2 4,73 b 487 a oo

4 4,65 b 4,74 a 045 . .  adera

6 4.64b 475 a 0 10 20 30 40 50

11 456 b 456a Dias de incubagiio

18 4,48 b 4,56 a Figura 26- Modelo de regressdao polinomial
quadratica que apresenta o pH do meio de

25 457b 4,68 a crescimento do fungo endofitico CO. 10,

32 4,63 b 474 a isolado de Coffea arabica L. de manejo
organico, com e sem a adicdo de raspas de

40 4,77b 4,85a madeira a0 meio Extrato de Malte, em funcéo

*As médias seguidas da mesma letra mintscula nao dO tempo de incubagao.
diferem entre si nas linhas e entre os tratamentos (Scott- Fonte: O autor.
knott, 5%).

De acordo com a Tabela 26, pode-se observar que o pH do meio de cultivo de CO. 10
foi maior na auséncia de madeira (p<0,0001), durante todo o periodo de experimento. Ao
longo dos dias o pH de ambos os tratamentos apresentou 0 mesmo comportamento, com
valores elevados no primeiro e Gltimo dias de incubacdo e valores mais baixos no 20° dia
(Figura 26).

De acordo com a Tabela 27 o pH do meio de cultivo de A. niger (CC.22) sem
acréscimo de madeira atingiu um valor minimo de 2,16 com 4 dias de incubacdo, e um valor
maximo de 6,4 com 11 dias de incubacdo. Os valores de pH do meio acrescido de madeira
apresentou menor variacdo que o pH do meio sem adigdo de madeira, oscilando entre o
minimo de 3,85 com 2 dias de incubacéo e o valor maximo de 7,29 também com 11 dias de
experimento.

Em ambos os tratamentos, para A. niger (CC.22), o comportamento do pH seguiu o
mesmo padrdo de variacdo, decaindo nos dias iniciais, voltando a aumentar até atingir seu
valor maximo no 11° dia e permanecendo a cima de 5 até o final do experimento. Porém, na
auséncia de madeira, 0 pH do meio permaneceu abaixo dos valores apresentados por aquele

acrescido de madeira (Figura 27).



Tabela 27 - Valores médios de pH do meio
de crescimento do fungo endofitico
Aspergillus niger (CC.22), isolado de Coffea
arabica L. de manejo convencional, com e
sem a adicdo de raspas de madeira a0 meio
Extrato de Malte, em funcdo do tempo de
incubacéo.

pH do meio

Dias Com madeira  Sem madeira

2 3,85a 281D

4 4,77 a 2,16 b

6 53la 519a

11 7,29 a 6,40 b

18 7,08 a 6,19b

25 6,66 a 6,09 b

32 6,64 a 6,00 b

40 6,46 a 578D

*As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si, nas linhas (Scott-knott, 5%).
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rH
=

y=-0.005%2+0.275+3.825
R2=0.793

y=-0.006x2+ 03422+ 2297
RE=0726

+ Sem
madeira
Com
madeira

20 30 40 50

Dias de incubaciio

Figura 27- Modelo de regressdo polinomial
quadratico que relaciona o pH do meio de

incubacdo de

Aspergillus niger (CC.22),

isolado de Coffea arabica L. de manejo
convencional, cultivado com e sem a adicdo de
raspas de madeira, em funcdo do tempo de

incubacéo.

Fonte: o autor.

7.55 -

7.5 A

7.45 A

7.4 A

7.35

7.3 A

7.2 T

y=-0.000%%+0.024%+7.218

k==0.3801

0 20

40

Dias de incubacao

60

Figura 28- Modelo de regressdo polinomial quadratico que relaciona o pH do meio de
incubacdo de Aspergillus niger (CC.22), isolado de Coffea arabica L. de manejo
convencional, cultivado em efluente téxtil, em funcdo do tempo de incubacdo.

Fonte: O autor.

Diferente do observado no cultivo em meio extrato de malte acrescido de RBBR, o pH

do efluente no qual A. niger (CC.22) foi cultivado manteve-se com valores mais elevados, a

cima de 7, durante todo o periodo de experimento. O menor valor de pH foi de 7,23,
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observado com 24 horas de incubacdo a partir de entdo, apresentou aumento até o 11° dia e

voltou a diminuir novamente (Figura 28).

5.9 Determinacéo da Biomassa Micelial

Lentinula edodes (INCQS 40220) apresentou o pico de producdo de biomassa, em

torno de 25 dias, seguida novamente por uma queda de producgéo (Tabela 28)

Tabela 28 — Incremento médio de biomassa micelial do fungo Lentinula edodes (INCQS
40220), em funcdo do tempo de incubacao.

Dias Biomassa ()
5 0,1249 f
10 0,2256 b
15 0,1673 d
20 0,1441 e
25 0,3758 a
30 0,1897 ¢
35 0,1872 ¢
40 0,1197 f

*As médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si, na coluna (Scott-knott, 5%).

Para CO. 11a foi possivel ajustar o modelo de regressdo polinomial quadratico, com R
de 0,67 e maior valor observado aos 30 dias de experimento, com 0,4995g. A partir do 30° dia
a biomassa voltou a diminuir (Figura 29).

De acordo com a Tabela 29, pode-se observar o incremento de biomassa em CO.5
sofreu um aumento a partir do primeiro dia de experimento até o 30°, quando teve seu pico de
crescimento, com 0,8033g, e desde entdo, apresentou um decréscimo na producdo de

biomassa.
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Figura 29- Modelo de regressdo polinomial quadratico que relaciona o incremento da
biomassa micelial do fungo endofitico CO. 11a, isolado de Coffea arabica L. de
manejo organico, em funcéo do tempo de incubagéo.

Fonte: O autor.

Tabela 29- Incremento médio da biomassa micelial do fungo endofitico CO.5, isolado de
Coffea arabica L. de manejo organico, em funcdo do tempo de incubacao.

Dias Biomassa ()
5 0,1267d
10 0,1467 d
15 0,1700d
20 0,3200c
25 0,5567 b
30 0,8033 a
35 0,1567d
40 0,1733d

*As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, na coluna (Scott-knott, 5%).

O pico de producdo de biomassa por CO.10 deu-se no 30° dia de incubagdo, com
0,5805mg, no entanto, seu aumento foi observado logo a partir do primeiro dia de incubac&o.
Apbs os 30 dias houve uma queda na producdo de biomassa novamente (Tabela 30).

Aspergillus niger (CC.22) apresentou 2 picos de producdo de biomassa, 0 primeiro
deu-se em torno de 10 a 15 dias de incubagdo, com uma queda acentuada em torno de 20 dias,

seguida por um aumento e outro pico em torno de 30 a 35 dias de incubacdo (Tabela 31).
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Tabela 30- Incremento médio da biomassa micelial do fungo endofitico CO.10, isolado de
Coffea arabica L. de manejo organico, em fungdo do tempo de incubacao.

Dias Biomassa ()
5 0,1449 d
10 0,1452 d
15 0,1614 c
20 0,2859 ¢
25 0,4555 b
30 0,5805 a
35 0,1546 ¢
40 0,1385d

*Medias seguidas de mesma letra minascula ndo diferem entre si na coluna, pelo teste de Scott-Knott, com nivel
de significancia de 5%.

Tabela 31- Incremento médio da biomassa micelial do fungo endofitico Aspergillus niger
(CC.22), isolado de Coffea arabica L. de manejo convencional, em funcdo do tempo de
incubacéo.

Biomassa ()

Dias A. niger em RBBR A. niger em efluente  A. niger em meio Extrato

téxtil de Malte
5 0,2775 f 0,0061 d 0,0859 a
10 0,4202 d 0,0089 ¢ 0,0911 a
15 0,7170 a 0,0166 b 0,0725 b
20 0,4544 ¢ 0,0188 a 0,0926 a
25 0,5694 b 0,0052 d 0,0693 b
30 0,3443 ¢ 0,0061 d 0,0763 b
35 0,3668 e 0,0070 d 0,0706 b
40 0,3664 ¢ 0,0065 d 0,0633 ¢

*As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas (Scott-knott, 5%).

5.10 Analise comparativa: Atividades de descoloracdo e enzimatica maximas

As maiores atividades de lacase foram encontradas para CO. 5 na auséncia de madeira
e para CO.10 na presenca de madeira, no entanto na presenca de também foram encontrados
valores elevados para CO.5 e A. niger (CC.22) (Quadro 4).

Como pode ser observado no Quadro 3, a enzima manganés peroxidase apresentou

atividades mais elevadas na auséncia de madeira em CO.10 e valores altos também foram
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observados em CO.5 e A. niger (CC.22). Ja na presen¢a de madeira as maiores atividade de

MnP foram encontradas para L.edodes, embora CO.5 também tenha apresentado alta

atividade.

Ainda de acordo com o Quadro 3, descoloragédo mais eficiente, na presencga do fungo

foi promovida por A. niger (CC.22) na auséncia de madeira, seguido pelo mesmo fungo

cultivado em efluente téxtil e CO.10 sem madeira. A descoloracdo enzimatica foi maior para

CO.5e A niger (CC.22).

Quadro 3- Atividades maximas de descoloracdo, descoloracdo enzimaética e das enzimas
Manganés Peroxidase e Lacase produzidas pelo fungo padrdo Lentinula edodes (INCQS
40220) e pelos fungos CO.5, CO.10 e CO. 11a isolados de cafeeiro organico e Aspergillus
niger (CC.22) isolado de cafeeiro convencional.

Fungos

Tratamento

MnP (UI/L)

Lac (UI/L)

Descoloracéo

Descoloracéo

(%) enzimatica (%)
L Sem madeira 1.469,64 -- 17,76 --
edodes | o madeira | 2.250.44 338,25 13.70 .
Sem madeira 2.009,09 15.824,08 59,74 10,11
CO.5
Com madeira 1.974,55 4,723,15 51,12 12, 95
Sem madeira 3.727,27 5.525 81,08 10,56
CO0.10
Com madeira 1.623,63 58.170,37 66,16 3,99
Sem madeira -- 186,11 -- -
C0O.11a
Com madeira - 259,29 15,83 --
Sem madeira 2.183,64 739,81 94,67 14,12
A. niger | Com madeira 1.440 1.537,96 58,92 10,52
Efluente 710,91 -- 87,85 7,53
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5.11 Determinacédo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Tabela 32- Resultados de Demanda Quimica de Oxigénio obtidos para efluente téxtil, antes e
apo6s o tratamento com o fungo endofitico Aspergillus niger (CC.22), isolado de Coffea
arabica L. de manejo convencional.

DQO inicial (mg Oz /L) DQO final (mg O2 /L)
Media 747,43 739,36
DP 2,07 1,78
P <0,0001
Reducdo na DQO 1,08%

Conforme pode ser observado na Tabela 32, houve uma reducdo de 1,08% na DQO.
Esta reducdo foi medida pela queda na absorbancia no comprimento de onda do Cr (VI)

(435nm), que evidencia a sua reducdo a Cr (111) na presenca de H2SOa.

5.12 Avaliagéo da fitotoxicidade

Para a analise da toxicidade do efluente sobre a semente de Lactuca sativa (alface) foi
utilizado como um dos parametros o efeito na germinacdo, através da contagem do nimero de
sementes que germinaram normalmente, dentro de cada diluicdo, considerando como critério

de germinacdo o aparecimento efetivo da raiz.

Tabela 33- Médias da germinacdo de sementes de Lactuca sativa ap6s cinco dias de cultivo na
presenca de diferentes dilui¢bes de efluente téxtil tratado com o fungo endofitico Aspergillus
niger (CC.22), isolado de Coffea arabica L. de manejo convencional.

Diluicao Germinacao

Controle com agua 6,00 a
Controle sem tratamento 340Db
10 % 520a

20% 5,00 a

50% 4,80 a

80% 4,60 a

100% 1,80 ¢

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na coluna (Scott Knott 5%).
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Conforme pode ser observado na Tabela 33, entre o controle negativo e as dilui¢fes de
10 a 80% do efluente tratado ndo houve diferenca significativa entre a média de germinacao.
NO entanto, na presenca do efluente bruto, sem tratamento e do efluente tratado sem diluigédo

as médias de germinagdo foram menores.

Tabela 34- Comprimento de raizes e radiculas de sementes de Lactuca sativa apds cinco dias

de cultivo na presenca de diferentes diluicbes de efluente téxtil tratado com o fungo endofitico

Aspergillus niger (CC.22), isolado de Coffea arabica L. de manejo convencional.
Comprimento (mm)

Diluicéo Raiz Radicula

Controle com agua 2,50d 2,57 e
Controle sem tratamento 2,94 a 3,41d
10 % 2,58 ¢ 3,35d

20% 2,76 b 2,52 e

50% 2,63 ¢C 3,13¢

80% 291a 5,00 a

100% 2,89 a 4,33 b

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si nas colunas (Scott Knott 5%).

Outro parametro considerado foi o efeito da presenca do efluente no comprimento das
raizes e das radiculas de L. sativa durante os primeiros cinco dias de germinacao.

Os maiores comprimentos para ambas as varidveis foi encontrado para a diluicdo de
80% e os menores valores foram observados para o controle negativo, no qual foi utilizado
apenas agua destilada (Tabela 34).

Considerou-se também a porcentagem de germinacdo e a porcentagem de inibicdo da
germinacdo das sementes de alface na presenca do efluente bruto e do efluente tratado nas
diferentes diluicGes em relag@o ao controle negativo.

Observamos como o demonstrado na Tabela 35, que somente os valores para a
radicula de alface mantida na presenca de efluente tratado a 20% foram discrepantes em
relacdo aos demais. Para este houve 1,94 % de inibicdo da germinacdo e o crescimento foi
menor que 100%, enquanto para todos 0s outros tratamentos a germinagédo superou 100% e

ndo houve inibicdo, em relagdo ao controle com agua destilada.
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Tabela 35- Porcentagem de crescimento e de inibicdo do crescimento das raizes e das
radiculas de sementes de Lactuca sativa apds cinco dias de cultivo na presenca de diferentes
diluicdes de efluente téxtil tratado com o fungo endofitico Aspergillus niger (CC.22), isolado
de Coffea arabica L. de manejo convencional.

% Crescimento % Inibicéo
Diluicéo Raiz Radicula Raiz Radicula
Controle sem tratamento 117,60 132,68 NH NH
10 % 103,30 130,35 NH NH
20% 110,40 98,50 NH 1,94
50% 105,20 121,79 NH NH
80% 116,40 194,55 NH NH
100% 115,60 168,48 NH NH

Porcentagens mais elevadas de germinacdo foram encontradas para a diluicdo de 10%
do efluente tratado, mas valores muito proximos foram apresentados pelas diluigdes de 20 e
50%. O efluente tratado, sem diluicdo apresentou as menores porcentagens de germinagédo
(Tabela 36).

Tabela 36- Porcentagem de germinagéo relativa e absoluta de sementes de Lactuca sativa
apos cinco dias de cultivo na presenca de diferentes diluicGes de efluente téxtil tratado com o
fungo endofitico Aspergillus niger (CC.22), isolado de Coffea arabica L. de manejo
convencional.

% germinacao

Diluicao Relativa Absoluta
Controle sem tratamento 56,66 14,17
10 % 86,67 21,67
20% 83,33 20,83
50% 80,00 20,00
80% 76,67 19,17

100% 30,00 7,50
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6 DISCUSSAO

6.1 Colonizacao e biodiversidade

Pode-se observar, de acordo com a Tabela 1, que o sistema organico comporta um
maior nimero de isolados e apresenta maior porcentagem de colonizagdo das folhas por
fungos, corroborando os resultados obtidos por Almeida (2007). Embora o numero total de
morfoespécies isoladas ndo tenha diferido estatisticamente entre 0s manejos, observa-se uma
tendéncia no sistema organico de abrigar uma maior diversidade fungica.

Considerando a existéncia de certo grau de especificidade endofitico-hospedeiro
(SAIKKONEN, 1998), é possivel inferir sobre a acdo de fatores externos que podem alterar a
comunidade endofitica fungica estudada, como exposi¢cdo ao sol, ventos e proximidade a
carreadores. No entanto, devido a variacdo encontrada entre 0s manejos, é provavel que
mesmo que a utilizacdo de insumos agricolas ndo seja a Unica fonte de variacdo, certamente
exerce influéncia na diversidade e abundancia de microrganismos que vivem associados a

Coffea arabica L. e na atividade/potencial destes microrganismos.

6.2 Viabilidade dos isolados

A morfoespécie C3 ndo apresentou diferenca entre os isolados do manejo organico e
convencional em nenhum dos testes realizados, tornando possivel inferir que o tipo de manejo
ndo exerce influéncia sobre suas atividades fisioldgicas.

Por outro lado, as morfoespécies C1 e C2 parecem sofrer efeito do tipo de cultivo de
suas lavouras de origem, tendo apresentado numeros de esporos e didmetro da col6nia
maiores nos isolados de manejo convencional. Em contrapartida, a atividade de reducdo do
derivado tetrazolio XTT foi maior nestes isolados provenientes do manejo organico.

Alguns trabalhos, como o de Mo e colaboradores (2005) apontam que diferentes
linhagens de uma mesma espécie fungica podem apresentar necessidades nutricionais e
comportamentos distintos entre si. No entanto, com base nos dados encontrados para C1 e C2

e, considerando as diferentes condi¢des do ambiente de origem e que 0s procedimentos e
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meios de cultivo em laboratorio foram iguais entre os fungos, entendemos que possivelmente
a explicacdo esteja realmente na origem dos microrganismos.

No manejo convencional a condicdo de estresse a que os fungos sdo submetidos
poderia selecionar aqueles que investirem mais em crescimento e reproducdo, mantendo
assim sua linhagem. J& no caso de fungos associados a plantas de café cultivadas em manejo
organico o ambiente em que se encontram € mais favoravel para seu metabolismo e
sobrevivéncia, no entanto isso permite que haja maior numero de organismos, gere maior
competicdo e leve a selecdo daqueles que forem mais viaveis, o que explicaria a maior
viabilidade de suas estruturas, e a menor necessidade de produzir muitos esporos
reprodutivos, por exemplo (ALMEIDA, 2007).

A interferéncia do ambiente nas caracteristicas dos fungos nos permite fazer um
paralelo com uma teoria bioldgica bastante explorada em ecologia, que define espécies como
estrategistas r e k. Um estrategista-r maximiza o crescimento populacional, produzindo vasto
numero de descendentes garantindo grandes numeros, em face de uma baixa sobrevivéncia,
permite uma préxima geracdo para manter a espécie. Estrategistas-k sdo espécies para as
quais atingir um tamanho estavel e equilibrado representa uma estratégia bem sucedida
investindo mais recursos para conseguirem poucos descendentes, mas de ‘alta qualidade’,

esperando que a maioria sobreviva (BEGON et al., 2007).

6.3 Selecdo de fungos com capacidade de producdo de enzimas ligninoliticas - Teste de

descoloracédo em placa

Sete morfoespécies fangicas degradaram o corante RBBR, demonstrando a possivel
capacidade de secretar enzimas ligninoliticas e justificando a necessidade de realizar novos
testes com a finalidade de identificar e caracterizar a atividade das referidas enzimas.

Embora em um estudo anterior Bragulat e colaboradores (1991) tenham relatado que
alguns corantes poderiam restringir o crescimento de col6nias de fungos, todos os fungos
testados apresentaram crescimento consideravel, mesmo na presenca do corante RBBR.

Com base nos resultados encontrados e em dados na literatura, pode-se inferir que
alguns microrganismos nédo sdo afetados pelo corante, e outros, possivelmente sdo capazes de
degradar o corante e extrair nutrientes, principalmente carbono e nitrogénio, por meio da

producdo de enzimas que hidrolisam o substrato tornando-o assimilavel (MADIGAN;
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MARTINKO; PARKER, 2004), uma vez que ha fungos que hidrolisam substancias organicas
mais complexas e alguns substratos podem ainda induzir a formacéo de enzimas degradativas
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

Machado e colaboradores (2005) demonstraram a capacidade de degradagdo do
corante RBBR, apo6s 14 dias de crescimento em meio solido, por 106 basidiomicetos.
Eichlerova et al. (2006) testaram a atividade descorante de oito espécies pertencentes ao
género Pleutorus, sendo que quatro foram capazes de descolorir os dois corantes testados
(“Orange G”, corante azo) ¢ “RBBR”, corante antraquinona), trés descoraram apenas o
corante RBBR, porém nenhuma delas apresentou capacidade de descorar somente “Orange
G”. O fato sugere, segundo o0s autores, que corantes antraquinonas sao menos resistentes a

degradacédo do que corantes azo.

6.4 Cinética de descoloracdo em meio liquido, atividade enzimética, producdo de

proteinas totais e incremento de biomassa micelial

A descoloracao apresentada pelo fungo padrdo L. edodes foi de 17,86% e 13,7% na
presenca e auséncia de madeira, respectivamente, corroborando os resultados apresentados
por Lenhard (2004), que encontrou um méaximo de 20% de descoloracdo de RBBR para este
mesmo fungo e atribui tal comportamento as maiores exigéncias nutricionais apresentadas
pelo fungo durante o estudo.

Na auséncia de madeira, L. edodes ndo apresentou producdo/atividade da enzima
lacase (Figura 15), enquanto a enzima MnP pode ser detectada logo no primeiro dia de leitura
e permaneceu até o vigésimo quinto dia (Figura 16). No entanto, na presenca de madeira, a
MnP foi detectada apenas no primeiro dia de leitura e a Lac foi produzida e pode ser detectada
durante todo o experimento. A producdo de enzimas ligninoliticas por L. edodes foi analisada
por Boer e colaboradores (2004), em culturas de milho, na qual detectaram alta atividade de
MnP e muito baixa atividade de LiP e Lac.

Peralta e colaboradores (2004) constataram a inducdo de lacases por Pleurotus
pulmonarius na presenca de compostos fenolicos. Compostos fendlicos podem ser
encontrados em diversos ambientes, estando largamente presentes na natureza como
componentes naturais da madeira (lignina e tanino) (CAMPANELLA et al. 1993). Assim,

acredita-se que a Lac em L. edodes tenha sido produzida devido a presenca das raspas de
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madeira, como substrato, que induziu uma maior produgdo enzimatica pelo sistema
ligninolitico, ja que tais enzimas sdo produzidas para a degradacdo da madeira, em condicdes
naturais.

A producdo de proteinas totais mais elevada na presenca da madeira (Tabela 18) pode
ser atribuida a proteinas liberadas apds a degradacdo do material vegetal pelo fungo de
degradacéo branca L. edodes. Fungos da podridéo branca sdo basidiomicetos que possuem um
sistema enzimatico capaz de degradar eficientemente a lignina, bem como a celulose e
hemicelulose, trés componentes principais da madeira (TUOR; WINTERHALTER,;
FIECHTER,1995).

Considerando a capacidade de descoloracdo da solucdo de RBBR apresentada pelo
fungo endofitico CO. 11a do meio s6lido e do meio liquido acrescido de madeira, de 15, 83%,
e a auséncia de descoloracdo no meio sem acréscimo de madeira, pode-se inferir que a
diferenca de descoloragdo entre 0 meio solido (em placa) e os meis liquidos pode ter sido
influenciada pela umidade, uma vez que as condicdes de temperatura e pH foram iguais entre
os tratamentos. De acordo com Botella e colaboradores (2005), a umidade é um dos fatores
que mais interferem na producdo das enzimas do sistema ligninolitico e quando esta é
excessiva ocorre diminui¢do na transferéncia de O e da producdo das enzimas pelo sistema.
Desse modo, acredita-se que em meio liquido essa producdo também possa ser prejudicada
para alguns fungos.

A descoloracdo observada no meio com madeira pode ser atribuida a capacidade de
adsorcdo de corante pela madeira, associada a capacidade de degradacdo apresentada pelo
sistema enzimatico de CO. 1la. Resultados obtidos por Antunes e colaboradores (2010)
utilizando a serragem como adsorvente, demonstram alta percentagem de remocdo do corante
“Direct Green 26” atingindo uma reducdo de até 78,8% do mesmo, para concentracao inicial
de 500mg/L. Este mesmo autor afirma que a capacidade maxima de adsorcdo da serragem
para o corante “Direct Green 26”, obtida através de modelos estatisticos, é igual a 119mg/g e,
que este valor demonstra que a capacidade de adsorcdo da serragem é superior a de outros
adsorventes ja estudados.

A atividade da enzima ligninolitica Lac de CO.11a (Figura 17) foi relativamente baixa,
guando comparada a atividade apresentada pela mesma enzima em A. niger, ndo tendo
apresentado um padrdo coincidente com o0s apresentados pela descoloragdo, producdo de

proteinas e pH, tanto na presenga quanto na auséncia de raspas de madeira.
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Em CO.5 foi observada correlacdo linear positiva (0,6534) entre a atividade de
descoloracdo e da enzima MnP, em ambos 0s tratamentos, indicando que esta enzima possa
ser uma dos responsaveis pela degradacdo do corante RBBR presente no meio.

A enzima MnP, na auséncia de madeira, apresentou correlacdo também com os valores
de pH, apresentando maior atividade quando os valores de pH estavam mais elevados, no
inicio do experimento. J& a enzima Lac apresentou correlacdo negativa com o pH, ou seja, as
maiores atividades da enzima deram-se em valores mais baixos de pH, tanto na presenca
guanto na ausencia de madeira acrescida ao meio.

Na presenca de madeira no meio de cultivo foi observada correlagdo negativa entre as
atividades das enzimas Lac e MnP produzidas por CO.5, uma vez que a producdo de MnP foi
detectada logo no inicio do periodo de incubacdo e a producdo de lacase s6 passou a ser
verificada em meados do periodo de incubagdo, quando a atividade de MnP j& havia
diminuido.

Para o fungo CO.10 a descoloracdo apresentou correlacdo com ambas as enzimas
analisadas, na auséncia de madeira. Para este tratamento, a enzima lacase apresentou
correlacdo também com a descoloragdo promovida pelo sobrenadante retirado do meio de
cultivo do fungo. No meio acrescido de madeira apenas a enzima MnP apresentou correlagdo
com a atividade de descoloracdo promovida pelo fungo. Estes resultados reforcam a
capacidade de degradacdo de corantes pelas enzimas do complexo ligninolitico.

Em ambos os tratamentos, a enzima Lac apresentou correlacdo negativa com 0s
valores de pH do meio de cultivo do fungo CO.10, ou seja, a atividade de Lac foi maior
valores de pH mais baixos.

Os fungos CO.5, CO.10 e CO.11a ainda ndo foram identificados a nivel taxondmico,
porém considerando as caracteristicas bioquimicas investigadas como a capacidade de
degradacéo de corantes e as enzimas secretas, acredita-se que 0S mesmos possam pertencer ao
grupo dos fungos de podriddo branca. Microrganismos deste grupo, ao degradar o0s
constituintes da madeira, proporcionam coloracdo clara ao substrato, como o observado nos
testes de descoloracéo realizados com os isolados. Além disso, os fungos CO.5, CO.10 e
CO.11a apresentaram ainda capacidade de produzir lacase e/ou manganés peroxidase,
enzimas produzidas pelos fungos da degradagéo branca. Sendo a lacase produzida por todos
os fungos deste grupo, com excegdo do P.chrysosporium, que apresenta pouca ou nenhuma
atividade (TUOR et al., 1995)

Aspergulus niger € um ascomiceto ou fungo de degradacdo mole que desempenha um

papel significativo no ciclo global do carbono. Como um microrganismo saproéfito do solo,
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produz grande variedade de enzimas hidroliticas e oxidativas envolvidas na decomposi¢éo de
lignocelulose de plantas e, grande variedade destas enzimas sdo importantes na industria de
biotecnologia (BAKER, 2006).

Em nosso estudo, na auséncia de madeira, A. niger (CC.22) apresentou valores
elevados de descoloracdo (94,67%) com 48 horas de experimento, indo de encontro aos
resultados obtidos por outros autores. Dullius (2004) demonstrou que um fungo do género
Aspergillus apresenta alta capacidade de remocao de corantes uma vez que este, no periodo de
24 horas, foi capaz de descolorir totalmente efluentes sintéticos preparados com o0s corantes
Diresul Oliva RDT-T e Marinho Sulfuroso 4RT-VLS. Erum e Ahmed (2011) demonstraram
remocao de corante Acid Red 151 de 95% para A. flavus SA2, 81% para A. niger SAL e 93%
para A. terreus SA3. Namdhari et al (2012) encontraram 95,13%, 93,01% e descoloracédo
83,14% do Reactive Blue MR por A. allhabadii, A. sulphureus e A. niger, respectivamente.

As atividades de descoloracdo do corante RBBR e de MnP em A. niger (CC.22) sem
acréscimo de madeira oscilaram de forma um pouco diferentes, no entanto permaneceram
elevadas durante todo o periodo analisado. O padréo de atividade de descoloracdo na presenca
de madeira coincidiu com o de atividade da enzima MnP, tendo inicio logo no primeiro dia de
mensuracao e ndo sendo mais detectada apds o sexto dia de experimento, sugerindo que esta
enzima tenha participacdo na descoloracdo do corante RBBR, tanto na presenca quanto na
auséncia de madeira no meio de cultura. A diferenca na descoloracdo entre os dois
tratamentos pode ser atribuida também a capacidade de adsorcdo de corante apresentada pela
madeira, que ocorre no periodo inicial de contato entre os materiais.

Em estudos da capacidade adsortiva da madeira, nota-se que quanto menor a
concentracdo inicial de corante em solucdo maior a eficiéncia na remocéo de cor. Isso devido
ao numero limitado de sitios superficiais disponiveis para adsorcdo, que durante 0 processo
vao sendo ocupados pelas moléculas de corante (CARVALHO, FUNGARO, 1ZIDORO,
2010). Quando a concentracdo de corante em solucdo aumenta, aumenta também a
competicdo por espacos vazios no material adsorvente, que ap0s atingir a saturacdo ndo
apresenta mais propriedade adsortiva. Desse modo, pode-se considerar também que mesmo
em casos em que a concentracdo de corante é constante, apds certo tempo, todos os sitios
superficiais sdo ocupados e ndo ha mais capacidade de descoloracdo (ANTUNES et al.,
2010).

A atividade da enzima ligninolitica Lac produzida por A. niger (CC.22), mostrou uma
correlagéo linear negativa (-0,9117) com a remocao de corante RBBR na presenca do fungo, o

que permite deduzir que ambas as atividades tém uma relagdo direta. No entanto, ha uma
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correlacdo positiva entre a atividade de Lac e a descoloragdo enzimética da solucdo de RBBR,
demonstrando que no extrato enzimatico do fungo, esta enzima pode ser mais eficiente na
degradacdo do corante. Ambos foram detectados apOs a primeira metade do periodo de
incubacdo. Em seu trabalho, Novotny e colaboradores (2004) também mostraram que 0s
niveis de atividade de MnP e Lac ndo mostraram relagdo direta com a descoloracdo eficaz do
RBBR por extratos de Irpex lacteus cultivado em substrato solido.

Ainda em A. niger, correlacdo linear positiva também pode ser observada entre a
atividade de Lac e de proteinas totais quantificadas. Uma vez que a proteina foi detectada
depois de seis dias de incubagdo, quando houve um aumento na atividade de Lac. Portanto,
acreditamos que a elevada atividade de Lac, em conjunto com outras enzimas secretadas pelo
fungo, poderiam ter contribuido de uma forma significativa para a quantidade de proteina
encontrada.

A maior produgdo de proteinas totais, no final do experimento, mostrou uma
correlacdo positiva linear (0,7848) com a descoloracdo enzimatica da solucdo de RBBR.
Baseado nesta relacdo, pode-se inferir que 0 aumento na proteina total deva-se a um aumento
da producéo de enzimas, incluindo a Lac, e que estas enzimas estdo presentes no sobrenadante
e sao responsaveis pela remocéo de cor a da solugdo de RBBR.

Aspergillus niger é bastante conhecido por seu papel como um produtor de &cido
citrico durante o processo de fermentacdo (MAGNUSON e LASURE, 2004), e esta producéo,
possivelmente pode ser utilizada para explicar a queda inicial nos valores de pH, observada
em ambos os tratamentos. Coincide com os valores mais baixos de pH também o periodo de
maior atividade de MnP produzida por A. niger no tratamento com adicdo de madeira, que
parece ter seu pH 6timo em torno de 3,5 a 4,5 e, consequentemente, a maior atividade de
descoloracdo. Os valores mais elevados de pH foram encontrados no periodo em que esta
enzima parou de ser detectada pelo método utilizado. No entanto, a Lac s6 passou a ser
expressa quando os valores de pH ja estavam acima de 5, em ambos os tratamentos,
provavelmente devido ao fim da producdo de acido citrico. Esta elevacdo nos valores de pH
pode ter diminuido a atividade da Lac, fazendo com que esta enzima ndo apresentasse relacdo
com a descoloracdo, uma vez que de acordo com a literatura, seu pH 6timo encontra-se entre
3,0e3,5.

Cavallazzi et al. (2004) analisaram a producdo das principais LMEs por Lepista sp.,
em meio de cultivo liquido em condicdes estaticas (sem agitacdo), detectando a producédo de

MnP e Lac. A temperatura 0tima para atividade de lacase foi 45°C, com rela¢do ao pH o6timo,
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obtiveram uma maior atividade em pH 3,5 e um segundo pico de atividade com pH 6, porém
em valores superiores a pH 6,5 ndo foi detectada atividade.

Em A. niger, o aumento na biomassa (Tabela 31) corresponde ao periodo de maior
descoloracdo (Figura 13), assim como a queda na biomassa corresponde ao periodo de queda
na descoloracdo. Esta correlacdo indica que a massa micelial pode atuar diretamente na
remocao de corante por adsorcdo. Esta hipOtese € suportada pelos resultados obtidos por
Baskaralingam e colaboradores (2005) que mostraram que o pH acido favorece a adsor¢éo do
corante Acid Red 151. Outro estudo mostrou a capacidade de adsorcdo de corante por
Rhizopus arrhizus quando o pH 6timo era de 2 e uma diminui¢do na absor¢do de corante foi
observado com o aumento do pH (AKSU e TEZER, 2000).

Outra hipotese para explicar a correlacdo entre o aumento da biomassa micelial e
descoloracdo é que, quando h& maior producdo de biomassa, o fungo, possivelmente, seja
capaz de produzir e secretar maior quantidade de enzimas, que atuam na degradacdo do
corante. Embora ja tenha sido descrito que estas enzimas normalmente sdo secretadas
(WESENBERG et al., 2003; CAVALLAZZI et al., 2004), também existem relatos que as
enzimas envolvidas no processo de descoloracdo possam estar associadas @ membrana do
micélio (YESILADA et al., 2002; SVOBODAVA et al., 2008).

Quando cultivado em efluente téxtil A. niger (CC.22) promoveu descoloracgéo,
verificada pela alteracdo nos valores de absorbancia do efluente tratado por 40 dias, em
relagdo ao efluente controle, obtidos por varredura em UV/visivel (Figura 14).

A atividade de Lac ndo foi verificada, mas houve atividade da enzima MnP e também
descoloracdo enzimatica do corante RBBR, demonstrando a produc¢do de enzimas por A. niger
incubado em efluente téxtil.

Em relacdo aos valores de pH do meio, apenas o pH do meio de crescimento de A.
niger apresentou-se mais elevado quando cultivado na presenca de madeira. Nos demais
fungos analisados o pH do meio foi estatisticamente menor no tratamento com acréscimo de
madeira. Tal alteracdo nos valores de pH podem ser o resultado da concentracdo de
compostos de baixa massa molar, produzidos por fungos, principalmente os fungos
causadores de decomposicdo branca e parda, que devido a massa molar relativamente baixa,
poderiam se difundir pela parede celular dos componentes da madeira e degradar os
componentes ali existentes. Com isso, a parede celular seria desestruturada a ponto de
permitir a subsequente penetracdo das enzimas lignoceluloliticas, nos estagios mais avancados
de degradacdo (ARANTES e MILAGRES, 2009). Um exemplo de composto molecular de

baixa massa molar produzido é o acido oxalico, ao qual ja foram associadas varias funcoes
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importantes durante a biodegradacdo da madeira, tanto por fungos de decomposigéo branca
quanto parda, como por exemplo o abaixamento do pH no microambiente préximo a hifa
fangica, protegendo o fungo, contra a geracdo de oxigénio reativo (ROS) proximo a hifa
(GOODELL et al., 1997).

A producéo de biomassa micelial por todos os fungos analisados indica que mesmo na
presenca de corante 0os meios continham as macromoléculas requeridas por esses organismos
para 0 seu crescimento. Entretanto, a quantidade de massa micelial é dependente dos
diferentes fatores utilizados no cultivo, tais como fontes de carbono e de nitrogénio, pH,
temperatura, agitacdo, grau de aeracdo, entre outros. Estes parametros podem interferir tanto
na producdo da biomassa quanto dos compostos isolados desse substrato. Segundo Magnelli
(2005), o resultado obtido ao final do procedimento determina como essas variaveis sao
aplicadas no cultivo microbiano.

A influéncia da composi¢do do meio na produgéo de biomassa micelial fica ainda mais
evidente quando comparamos o comportamento de A. niger que foi cultivado em trés
condicdes diferentes, sendo elas, em meio extrato de malte, em meio extrato de malte
acrescido de corante RBBR e em efluente téxtil. Ao contrario do esperado, em meio extrato
de malte acrescido de corante a quantidade de biomassa produzida foi aproximadamente seis
vezes maior que a biomassa produzida apenas em meio extrato de malte e mais de 20 vezes
maior que a biomassa produzida pelo fungo quando cultivado em efluente téxtil.

Vaérios trabalhos comprovaram que cada fungo tem suas exigéncias nutricionais
especificas (POINTING et al.,, 2000; BARBOSA et al., 2002; GARCIA et al., 2006;
VALERIANO et al., 2009). Todos 0s organismos precisam encontrar em seu ambiente,
unidades estruturais bem como fontes de energia para a construcdo e manutencdo de sua
estrutura e organizacdo. Alguns elementos sdo essenciais para 0 crescimento dos fungos.
Carbono e nitrogénio s&o elementos essenciais no crescimento micelial dos fungos e estéo
diretamente relacionados a producdo de biomassa destes microrganismos. As quantidades de
carbono e nitrogénio necessarias mostram variacdes de acordo com a espécie e 0 meio
estudado (GARCIA, 2006).

A possibilidade de utilizacdo da biomassa em processos biotecnoldgicos tais como o
da tecnologia de biorremediacdo para absorcdo de metais pesados, remogdo de substancias
xenobioticas e outros processos industriais e biotecnoldgicos torna o estudo de otimizacdo da

producdo de biomassa de fundamental importancia.
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6.5 Determinacao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Os valores iniciais de DQO foram em média 747 mg O-/L, valor considerado baixo,
qguando comparado aos encontrados por pesquisadores em outros efluentes téxteis, como no
trabalho de Salgado e colabores (2009) que encontraram uma média de 1.437 mg O/L e
Bertazzolii e Pelegrini (2002) que encontraram 2500 mg O2/L.

Ap0s o tratamento com o fungo A. niger houve reducédo de 1,08% na DQO do efluente
téxtil, atingindo uma média de 739 mg O2/L. Estando este valor acima dos estabelecidos pela
Deliberagdo Normativa Conjunta COPAM/CERH-MG n.° 1, de 05 de Maio de 2008 que
determina niveis de até 180 mg O./L como aceitaveis para efluentes a serem langados no
ambiente.

A baixa reducdo na DQO pode ser por uma pequena reducdo da matéria organica
degradavel. A dificuldade em reduzir a DQO pode ser atribuida ainda a ndo degradabilidade
ou toxicidade de muitas substancias utilizadas no processamento téxtil, que acarretam altos
valores de DQO e problemas em sistemas de tratamento de efluentes (PERES e ABRAHAO,
1998). Além disso, Seabra (2008) afirma que caso ndo haja as condicGes ambientais
especificas das quais as populagdes microbianas necessitam para realizar a biodegradacao de
contaminante, estas entram em laténcia até que condicOes ideais sejam disponibilizadas.
Dessa forma, melhores niveis de degradacdo dos componentes do efluente téxtil e reducéo da
DQO podem ser obtidos pelo acréscimo de meio de cultura ao efluente como fonte de
nutrientes para o fungo (TAMBOLI et al., 2010), tornando as condi¢cdes ambientais mais
adequadas para a atividade microbiana.

6.6 Avaliacdo da fitotoxicidade

De acordo com Garcia e colaboradores (2006) a agua é o fator ambiental que mais
influencia o processo de germinacdo. A absorcdo de agua promove a reidratagdo dos tecidos,
desencadeando a intensificacdo da respiracéo e de todas as outras atividades metabolicas, que
por sua vez fornecem a energia e 0S nutrientes necessarios para o crescimento do eixo

embrionario. No entanto, agentes toxicos presentes na agua podem interferir no processo
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germinativo, 0 que torna altamente importante a avaliagdo da germinacdo de espécies
sensiveis, como forma de identificar a presenca de contaminantes (GARCIA et al., 2006).

As informacOes geradas a partir de testes de toxicidade com a semente de alface
(Lactuca sativa) fornecem dados a cerca do possivel efeito dos contaminantes nas
comunidades vegetais das margens dos corpos de agua afetados, sendo também uma das
espécies vegetais bastante empregadas na avaliacdo da germinagdo, pela facilidade de
obtencdo e por oferecer resultados rapidos e faceis de avaliar (SOBRERO e RONCO, 2004).

Os bioensaios com sementes de alface séo provas de toxicidade aguda (120 horas de
exposi¢do), nos quais se podem avaliar os efeitos fitotoxicos de substancias puras ou de uma
mistura de compostos no processo de germinacao e desenvolvimento de plantulas durante o
periodo inicial de crescimento. Como pontos finais para avaliacdo dos efeitos fitotoxicos, é
feita a analise da inibicdo da germinagdo e da inibicdo do crescimento da raiz e radicula. L.
sativa tem sido empregada por diversos pesquisadores em seus estudos (PALACIO et al.
2012; GINOS et al., 2006; KUMMEROVA e KMENTOVA, 2004; BELTRAMI et al., 1999;
ORTEGA et al., 1996).

A andlise da germinacdo e do desenvolvimento da raiz e da radicula nos permite
avaliar a capacidade de estabelecimento e desenvolvimento da planta em meios
potencialmente toxicos (GARCIA et al., 2006). A auséncia de efeito significativo do efluente
tratado nas diluicdes de 10 a 80% na média de germinacdo pode ser relacionado a baixas
concentragfes de compostos toxicos, ou seja, em concentracBes insuficientes para afetar o
processo de germinacdo. No entanto o efluente tratado sem dilui¢do e o efluente ndo tratado
interferiram na germinacdo das sementes de alface, indicando, que os componentes presentes
e mais concentrados apresentaram toxicidade para as sementes.

Os maiores comprimentos de raizes e radiculas observados para a diluicdo de 80% do
efluente tratado, assim como as maiores porcentagens de germinagcdo encontradas nas
diluicbes entre 10 a 80%, comparativamente ao controle podem ser atribuidos ao fato do
efluente veicular macro e micronutrientes em quantidades significativas para a nutricdo da
alface.

A avaliagdo da influéncia do efluente sobre o crescimento da raiz e radicula das
plantulas permite analisar o efeito toxico de compostos sollveis presentes em niveis de
concentragdo mais baixos e insuficientes para inibir completamente a germinagéo, podendo,
no entanto, retardar ou inibir crescimento da raiz ou da radicula, dependendo do modo e sitio
de acdo do composto. Assim, a alteracdo no crescimento da raiz e radicula constituem

indicadores sub-letais muito sensiveis para a avaliacdo de efeitos bioldgicos em vegetais
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(GARCIA et al., 2006). Na anélise do efeito causado pelo efluente téxtil tratado com A. niger
(CC.22), com excecdo da diluicdo de 20%, para todas as demais dilui¢bes, o crescimento da
radicula superou o da raiz, e ndo houve inibicdo. Este comportamento é caracteristico de
amostras com baixas concentragcdes de compostos fenolicos, que estimulam o crescimento da
radicula (ORTEGA et al., 1996).

Diversos compostos fenolicos podem ser encontrados em efluentes industriais e sua
concentracdo € limitada pela resolugdo Conama 357. Isto faz com que a identificacdo da
presenca de compostos fenolicos nos efluentes téxteis e sua eliminacdo antes do langamento
do efluente tratado no ambiente sejam fundamentais, uma vez que a contaminagdo por
compostos fendlicos em aguas potaveis pode causar sérios problemas de salde publica, além
de ser toxico ao meio ambiente aquatico, podendo provocar a morte de peixes e destruir o
balanco ambiental aquatico (MISHRA et al., 1995).
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7 CONCLUSOES

H& diferenca entre os fungos isolados de plantas de Coffea arabica mantidas sob
manejo organico e convencional tanto na diversidade e abundancia, quanto no potencial
biotecnologico. Pode haver ainda influéncia do tipo de manejo do café na atividade
metabolica dos fungos isolado, com maior viabilidade dos fungos isolados do manejo
organico e maior taxa de crescimento e producdo de esporos nos fungos os isolados do
manejo convencional.

Todos os fungos apresentaram aumento na quantidade de biomassa quando cultivados
na presenca do corante RBBR, entre 0 10° e 0 30° dias de incubac¢do. E menores valores de pH
foram observados nos meios de cultivo acrescidos de madeira para todos os fungos.

Dentre os fungos isolados 15,56% apresentaram capacidade de degradar o corante
RBBR e os melhores resultados em efluente sintético foram encontrados para A. niger
(CC.22), que foi isolado do manejo convencional. Este fungo apresentou elevadas atividades
de descoloracdo e MnP em todos os tratamentos utilizados e altas atividades de Lac quando
cultivado em meio extrato de malte acrescido do corante RBBR, tanto na presenca quanto na
auséncia de madeira.

Embora ndo tenha havido alteracdo nos padrdes de fitotoxicidade e niveis de DQO, o
fungo A. niger foi capaz de remover até 94,81% da cor em efluente sintético e 72,22% de em
efluente téxtil, em apenas 48 horas de incubacdo, demonstrando que este fungo apresenta
potencial para biorremediacéo.

Entre as enzimas analisadas, a MnP parece estar mais envolvida no processo de
descoloracédo, no entanto a atividade de descoloragéo na presenca dos fungos foi maior que a
promovida pela atividade das enzimas presentes no sobrenadante, indicando que existam
outros fatores envolvidos na descoloracao e que estdo relacionados com a presenca do fungo.

De modo geral, os resultados obtidos reforcam a possibilidade de aplicacdo de
enzimas ligninoliticas no tratamento de aguas residuais, especialmente para a remogdo de
corantes. Por conseguinte, o potencial de A. niger (CC.22) para o tratamento de efluentes

téxteis deve ser mais bem investigado.
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