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RESUMO

Lacases sdo oxido-redutases com ampla especificidade de acdo podendo oxidar diferentes
substratos, incluindo diferentes grupos de xenobidticos, como corantes, herbicidas, farmacos e
pesticidas. O potencial redox padrdo das lacases geralmente néo é grande o suficiente para oxidar varios
compostos xenobidticos, porém sua acdo oxidativa pode ser melhorada com a utilizacdo de mediadores.
Estes sdo pequenas moléculas facilmente oxidaveis que podem atuar como intermediarios redox entre o
sitio ativo da enzima e o substrato que a enzima sozinha é incapaz de oxidar. O verde malaquita (VM)
é um corante trifenilmetano utilizado como fungicida que é altamente tdxico para células de mamiferos.
A degradacdo do VM por diferentes lacases de fungos ligninoliticos tém sido relatada. Neste contexto,
0s objetivos deste trabalho foram, primeiro, cultivar Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e
Trametes versicolor para produzir lacases. Segundo, estudar o potencial de biorremediacéo do VM por
essas lacases na auséncia e presenca de trés diferentes mediadores: acetilacetona, &cido violdrico e
hidrdxi-benzotriazol (HBT). Para obtencédo das lacases, os fungos foram cultivados em estado solido
utilizando residuo da pupunheira como substrato. Ap6s 6 dias de cultivo, as lacases foram extraidas com
agua, filtradas em gaze e centrifugadas a 1800g por 15 min. Os sobrenadantes limpidos foram
considerados como extratos brutos de lacase. Para avaliar a agdo das lacases na degradagdo do VM, as
enzimas foram adicionadas a solugdes contendo 100 ppm do VM e as misturas foram incubadas a 40 °C
por até 24 h. Periodicamente a absorbancia da solucéo foi avaliada em espectrofotdmetro a 620 nm. Os
melhores resultados foram obtidos utilizando-se acido violurico como mediador. Os testes de toxicidade
foram realizados com sementes de alface (Lactuca sativa). Apés 5 dias, avaliou-se o crescimento das
radiculas na presenca do corante sem tratamento e com o corante po6s tratamento com lacase de T.
versicolor ou com lacase de T. versicolor + acido violdrico. As analises com sementes de alface
mostraram uma reducdo significativa da fitoxicidade do VM ap6s os dois tratamentos, mas o acido
violdrico apresentou por si sO discreta fitotoxicidade.
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'Programa de Pés-graduacdo em Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, thaisuber@gmail.com
2Bacharelado em Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, ral01830@uem.br

SPrograma de Pos-graduagdo em Ciéncia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa,
emanuelibackes@outlook.com

“Programa de Pés-graduacdo em Bioquimica, Universidade Estadual de Maring4, vinimateusopo@gmail.com
SDepartamento de Biogquimica, Universidade Estadual de Maringa, rmperalta@uem.br

[1]

INSTITUTO INTERNACIONAL

DESPERTANDO

VOCACG ES SOCIEDADE 5.0: EDUCACAO, CIENCIA, TECNOLOGIA E AMOR. RECIFE. V COINTER PDVAgro 2020


https://doi.org/10.31692/IICIAGRO.0039

UMA PARTE DO TITULO EM PORTUGUES, NEGRITO, CAIXA ALTA

RESUMEN

Las lacasas son 6xido reductasas con una amplia especificidad de accidén que pueden oxidar diferentes
sustratos, incluidos diferentes grupos de xenobioticos, como colorantes, herbicidas, medicamentos y
pesticidas. El potencial redox estandar de las lacasas generalmente no es lo suficientemente grande como
para oxidar varios compuestos xenobidticos, pero su accion oxidativa puede mejorarse con el uso de
mediadores. Esos son pequefias moléculas facilmente oxidables que pueden actuar como intermediarios
redox entre el sitio activo de la enzima y el sustrato que la enzima sola no puede oxidar. El verde de
malaquita (VM) es un tinte de trifenilmetano que se usa como fungicida y es altamente toxico para las
células de mamiferos. La degradacion de VM por lacasas de hongos ligninoliticos ha sido reportada. En
este contexto los objetivos de este trabajo fueron, primero, cultivar Pleurotus ostreatus, Pleurotus
pulmonarius y Trametes versicolor para producir lacasas. Segundo, estudiar el potencial de
biorremediacion de VM por esas lacasas en ausencia y presencia de tres diferentes mediadores:
acetilacetona, acido viollrico y hidroxibenzotriazol (HBT). Para obtener las lacasas, los hongos se
cultivaron en estado solido utilizando como sustrato residuo de palma melocoton. Después de 6 dias de
cultivo, las lacasas se extrajeron con agua, se filtraron a través de una gasa y se centrifugaron a 1800g
durante 15 min. Los sobrenadantes transparentes se consideraron extractos de lacasa en bruto. Para
evaluar la accion de las lacasas en la degradacion de VM, se agregaron enzimas a soluciones con 100
ppm de VM y las mezclas se incubaron a 40 °C hasta por 24 h. La absorbancia de la solucién se evalu6
periédicamente en un espectrofotometro a 620 nm. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando
acido violarico como mediador. Se realizaron pruebas de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca
sativa). Después de 5 dias, se evaluo el crecimiento de la raiz en presencia del tinte sin tratar y con el
tinte después del tratamiento con lacasa de T. versicolor o con lacasa de T. versicolor + cido violurico.
Los analisis con semillas de lechuga mostraron una reduccidn significativa en la fitoxicidad de VM
después de los dos tratamientos, pero el &cido violurico solo mostré una leve fitotoxicidad.

Palabras Clave: biodegradacion, tintes industriales, oxidasas, hongos ligninoliticos, lacasas.

ABSTRACT

Laccases are oxidoreductases with a wide specificity of action that can oxidize an ample number of
substrates including different groups of xenobiotics, such as dyes, herbicides, drugs and pesticides. The
standard redox potential of the laccases is generally not large enough to oxidize various xenobiotic
compounds, but their oxidative action can be improved by the use of mediators. The latter are small
easily oxidizable molecules that can act as redox intermediates between the active site of the enzyme
and the substrate which the enzyme alone is unable to oxidize. Malachite green (MG) is a
triphenylmethane dye used as a fungicide that is highly toxic to mammalian cells. MG degradation has
been reported to be catalyzed by several laccases of ligninolytic fungi. Within this context the objectives
of this work were, first, to grow the fungi Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius and Trametes
versicolor for producing laccases. And, second, to study the potential of these enzymes in degrading
MG in the absence and presence of three different mediators: acetylacetone, violuric acid and hydroxy-
benzotriazole (HBT). To obtain the laccases, the fungi were grown under solid state conditions using
peach palm residues as substrate. After 6 days of cultivation, the laccases were extracted with water,
filtered through gauze and centrifuged at 18009 for 15 min. The clear supernatants were considered as
crude laccase extracts. To assess the degradation of MG by the laccases, the enzymes were added to
solutions containing 100 ppm MG and the mixtures were incubated at 40 °C for up to 24 h. The
absorbance of the solution was periodically evaluated in a spectrophotometer at 620 nm. The best results
were obtained using violuric acid as mediator. Toxicity tests were performed with lettuce seeds (Lactuca
sativa). After 5 days, root growth was evaluated in the presence of the untreated dye and with the dye
after treatment with T. versicolor laccase or with T. versicolor laccase + violuric acid. The analyses with
lettuce seeds showed a significant reduction in the phytotoxicity of MG after both treatments, but
violuric acid by itself showed a slight phytotoxicity.

Keywords: biodegradation, industrial dyes, oxidases, ligninolitic fungi, laccase.
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INTRODUCAO

Fungos causadores da podridao branca da madeira s&o um grupo diverso e abundante
da classe dos Agaricomicetos. Esses fungos degradam todos os componentes da madeira,
celulose, hemicelulose e lignina a partir dos quais obtém energia para seu crescimento e
reproducdo. Na natureza existem VAarios organismos capazes de produzir celulases e
hemicelulases e hidrolisar os polissacarideos celulose e hemicelulose em monossacarideos. No
entanto, quando esses polissacarideos sdao complexados com lignina, eles sdo resistentes a
hidrolise enzimatica. Por essa razdo, os fungos da podriddo branca sdo 0s mais aptos
microrganismos capazes de metabolizar completamente a lignina, sendo essenciais nos
ecossistemas das florestas. Entre as espécies mais comumente estudadas de fungos da podriddo
branca estdo as espécies: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius
(PERALTA et al., 2017).

A capacidade de degradar a lignina, o polimero organico mais abundante da natureza,
vem da capacidade destes fungos em produzir um conjunto de enzimas chamadas enzimas
ligninoliticas. Peroxidases e lacases sdo as mais importantes enzimas deste grupo. Séo 6xido-
redutases, com especificidade ampla de acdo, podendo oxidar diferentes substratos. As lacases
(EC 1.10.3.2) podem catalisar a oxidagdo de grande variedade de substratos organicos e
inorganicos, incluindo mono-, di- e polifendis, metoxifendis, aminas aromaticas e ascorbato por
um mecanismo de transferreducdao de uma molécula de oxigénio para duas moléculas da agua
e a oxidacdo concomitante de quatro moléculas de substrato para produzir quatro radicais
(RIVA, 2006) (Fig. 1). As peroxidases capazes de oxidar a lignina sdo a lignina peroxidase,
peroxidase dependente de manganés e versatil peroxidase (PERALTA et al., 2017).

Corantes sintéticos sdo utilizados extensivamente nas industrias téxtil, de papel, 14,
algoddo e cosméticos (SAJAB et al., 2011). Cerca de 10-15% da producdo total de corantes €
descartada em efluentes industriais (ARANTES et al., 2006). Verde de malaquita
(C23H25CIN2), massa molecular 364,9 g/mol) € um corante trifenilmetano utilizado na inddstria
de seda, 14, juta e couro (Fig. 2). Devido a sua elevada toxicidade para muitos microrganismos,
a sua biodegradacao é dificil em aguas residuais (PAPINUTTI et al., 2006). O descarte do verde
malaquita e outros corantes em cérregos tem o efeito de inibir a penetracdo da luz solar e
diminuir a atividade fotossintética, que pode ser toxico para a vida aquatica (VASANTH
KUMAR et al., 2006).
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Figura 1. Reacdo geral da lacase (A) e representacdo esquematica da oxidagdo do substrato pela lacase na
presenca de um mediador quimico (B)

4 benzenediol + Oz — 4 benzo-semiquinona+ 2 H20

OH
Op+ 4 lacase 4 + 2H)0 A
OH OH
O, Lacase (red) Mediador (0x) Substrato (red)
B
H,O Lacase (ox) Mediador (red) Substrato (ox)

Fonte: PERALTA et al., 2017 com modificacfes

Figura 2. Estrutura do corante sintético verde malaquita
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Fonte: Propria (2021)
Os objetivos deste trabalho foram produzir lacases através de cultivos dos fungos

ligninoliticos em estado sélido utilizando residuo da pupunheira como substrato e avaliar a
aplicacdo dos extratos enzimaticos ricos em lacases na degradacao do corante verde malaquita.
Esforcos foram realizados para comparar a fitotoxicidade do verde de malaquita antes e ap0s o

tratamento com as lacases.

FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Lacases e peroxidases possuem ampla especificidade de acdo podendo atuar em
diferentes grupos de xenobidticos quimicamente semelhantes a lignina incluindo corantes,
herbicidas, farmacos e pesticidas (PERALTA et al., 2017, IARK et al., 2019). Entretanto, o
potencial redox padrdo da lacase geralmente ndo é grande o suficiente para oxidar varios
compostos xenobioticos, porém sua acdo oxidativa pode ser melhorada com a utilizacdo de
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mediadores, pequenas moléculas facilmente oxidaveis que podem atuar como intermediarios
redox entre o sitio ativo da enzima e um substrato que a enzima sozinha é incapaz de oxidar.
(MAJEAU et al., 2010). Mediadores sdo compostos organicos de baixa massa molecular que
primeiro sdo oxidados pela lacase e depois oxidam os compostos ndo fendlicos que a lacase
sozinha ndo é capaz de oxidar (Fig. 1B) (CHRISTOPHER et al., 2014).

Trés destes mediadores sdo a acetilacetona, o acido violurico e 1-hidroxibenzotriazol
(HBT) (Fig. 3). Estas moléculas ja foram descritas como mediadores excelentes em varios
processos de biodegradagio utilizando lacases. Acido violurico foi descrito como excelente
mediador na degradacéo de corantes recalcitrantes pela lacase de Trametes hirsuta (COUTO &
SANROMAN, 2007) e na degradacdo de pesticidas pela lacase de Trametes versicolor (JIN et
al., 2016). A degradacdo de poluentes organicos pela lacase de Trametes versicolor foi
significativamente aumentada em presenca de acetilacetona (YANG et al.,, 2015a). HBT
aumentou a degradagdo do herbicida isoproturon pela lacase de T. versicolor (ZENG et al.,
2017).

Figura 3. Estruturas quimicas dos mediadores acetilacetona, acido violdrico e HBT

O O 0 N,
HsC CHs3 A Ao N
N OH

Acetilacetona Acido violurico HBT

Fonte: Propria (2021)

Para a producdo de lacases, cultivos em estado solido utilizando residuos agro-
industriais e florestais como substratos tem recebido grande atencéo devido a facilidade, baixo
custo e obtencdo de extratos enzimaticos com elevadas atividades (SOCCOL et al., 2017). Os
principais residuos utilizados nos cultivos em estado sélido séo o farelo de trigo, bagaco de
cana, casca de arroz, serragem de eucalipto, entre varios outros. Pesquisas que incluam outros
substratos que possibilitem rapido crescimento dos fungos e elevada producdo da enzima sdo
de grande importancia, pois podem baratear a obtencao das lacases.

A pupunheira é uma palmeira nativa da regido amazo6nica que tém seu cultivo difundido
nos estados Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Espirito Santo (SEBEN

etal., 2012). O palmito e o fruto s&o as partes da pupunheira mais exploradas comercialmente,
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restando, apos a extracdo do palmito, cerca de 80% a 90% do seu peso bruto como residuo. Os
residuos agroindustrias exibem alto potencial poluente, no entanto ndo podem ser considerados
como lixo, pois possuem valor econdmico agregado e podem ser tratados e aproveitados no
préprio setor agroindustrial (PEDROSA et al., 2013). Por serem basicamente fibras
lignocelulosicos, os residuos da pupunheira possuem potencial aplicagdo como substrato para
crescimento de fungos lignoceluloliticos.

METODOLOGIA

A pesquisa realizada foi de natureza quantitativa experimental. Os fungos da
podriddo branca Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Trametes versicolor foram
obtidos da Colecdo de Basidiomicetos do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Alimentos da Universidade Estadual de Maringa. Os fungos foram mantidos em laboratério
através de repiques sucessivos em agar batata dextrose ou agar extrato de malte.

Os residuos da pupunheira (bainha interna e casca) foram gentilmente cedidos pela
EMBRAPA-FLORESTAS. Os materiais foram secos ao sol, moidos para dar um tamanho de
particula de 2-3 mm de espessura e usados como matéria-prima neste estudo. Os materiais
foram avaliados pela técnica da fibra em detergente acido (FDA) para obtencao dos percentuais
de celulose, hemicelulose e lignina, e fibra em detergente neutro (FDN) para a porcentagem de
lignocelulose (VAN SOEST etal., 1991). A composic¢do média da bainha interna da pupunheira
foi de 34,2 + 4% celulose, 19 + 2% hemiceluloses e 23 + 2% lignina. A composi¢do média da
casca de pupunha foi 36,0 + 4% celulose, 20 + 4% hemiceluloses e 20 + 3% lignina.

Para producdo das lacases foi utilizada a técnica de cultivo em estado sélido. Cinco
gramas dos residuos de pupunha (bainha interna ou casca) foram colocados em frascos
Erlenmeyer e um volume de 15 mL de meio mineral de Vogel (MONTENECOURT &
EVEILEIGH, 1977) foi adicionado para a obtencdo de uma umidade inicial de 75%. Em alguns
cultivos glicose a 1% foi adicionado ao meio mineral. Os frascos foram autoclavados por 15
min. Apos resfriamento, 3 discos de micélio de cada fungo foram uniformemente distribuidos
nos frascos em condicOes assépticas. Os frascos foram mantidos em estufa a 28 °C no escuro.
Os cultivos foram interrompidos ap6s 6 dias adicionando-se 20 mL de agua destilada a cada
frasco. Os frascos foram mantidos em geladeira por cerca de 4 h, filtrados em gaze e
centrifugados em centrifuga refrigerada a 2000 rpm. Os sobrenadantes foram considerados
como sendo 0s extratos enzimaticos brutos.

A atividade da lacase foi avaliada utilizando-se o substrato 2,2°-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) em 50 mM de tampdo acetato de sédio pH 5.0. A
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oxidacdao do ABTS foi determinada pelo aumento da absorbancia a 420 nm (¢ = 36 mM-1cm-
1) (MOTA et al., 2015). As atividades enzimaticas foram determinadas a 40°C e expressas em
unidade enzimatica internacional (U) obtidas por g de substrato (U/g substrato).

Para a avaliacdo da habilidade das lacases brutas degradarem o corante verde de
malaquita, os ensaios foram realizados nas seguintes propor¢des: um volume de 18 mL do
corante verde malaquita na concentra¢do de 100 ppm foi acondicionado em frasco Erlenmeyer
de 50 mL. Um volume de 100 pL do extrato enzimatico bruto (para obtencdo de uma atividade
final de lacase de 1 U/mL de lacase), 100 uL de um dos mediadores (acetilacetona, acido
violurico, HBT na concentracdo final de 0,5 mM) foram adicionados ao frasco contendo o
corante. Nos ensaios onde ndo foi adicionado um mediador, um volume de 100 uL de &gua
destilada foi adicionado para manuten¢éo do volume de reacdo. As misturas reacionais foram
mantidas a 40° C sem agitacdo. Periodicamente um volume de 2 mL das misturas foi introduzido
na cubeta do espectrofotdmetro e realizado um espectro de absor¢do da mistura na faixa do
visivel (400 a 700 nm). Para célculo do percentual de descoloragéo, foi utilizado o valor da
absorbancia obtida no comprimento de onda 620 nm.

A avaliacdo da toxicidade foi realizada utilizando-se sementes de alface (Lactuca
sativa). O bioensaio foi conduzido usando verde malaquita ndo tratado e tratado com lacase
diluidos convenientemente para obtencdo do corante na concentracdo de 100 ppm. Placas de
Petri (90 mm de diametro), contendo papel de filtro saturado com 3 mL das varias amostras ou
agua (controle), receberam vinte sementes de alface. As placas foram mantidas no escuro a 28
°C. Apés 5 dias, os comprimentos das radiculas foram medidos e expressos como alongamento
da raizem cm (COELHO-MOREIRA et al., 2018).

Os dados foram submetidos a ANOVA com teste post hoc de Tukey. Valores de p <
0,05 foram adotados para significancia. O software GraphPad Prism (versédo 8.0) foi utilizado

para as analises de ANOVA e também para a confeccao das figuras deste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos Trametes versicolor, Pleurotus pulmonarius e Pleurotus ostreatus
apresentaram os primeiros sinais de crescimento micelial j& no segundo dia de cultivo,
apresentando colonizagdo completa do substrato apds 5 dias de cultivo. A Tabela 1 mostra a
producédo de lacases no 6° dia de cultivo. Analisando-se os dados obtidos, podemos concluir
que as culturas de P. ostreatus e T. versicolor produziram atividades de lacase maiores em

tempos menores de cultivo, quando as atividades foram comparadas.
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Tabela 1. Producdo de lacases pelos fungos ligninoliticos em cultivos em estado solido utilizando residuo de
pupunha como substrato

Fungo Residuo de Lacase
pupunha (6 dias de cultivo)
U/g de substrato
T. versicolor casca 10,80+1,13%
T. versicolor interno 31,56+2,80°
P. ostreatus casca 13,83+1,50%
P. ostreatus interno 17,67+1,90°
P. pulmonarius casca 14,21+0,55%
P. pulmonarius interno 23,64+0,40¢

Médias identificadas com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Fonte: Propria (2021)

Os resultados indicam que os residuos da pupunheira (bainha externa e interna) sao bons
substratos para o crescimento e producdo de lacases pelos fungos T. versicolor, P. ostreatus e
P. pulmonarius, tendo-se obtido valores significativamente mais altos de lacase (p<0,05)
quando a bainha interna da pupunha foi utilizada como substrato. A utilizacdo destes residuos
como substratos para cultivos dos fungos reduzem o potencial poluente dos residuos de
pupunheira ao serem utilizados para a geracao de produtos de alto valor agregado, neste caso
as lacases, sendo um exemplo de economia circular (UBANDO et al., 2020).

Das trés lacases, a mais efetiva na degradacao do verde de malaquita sem a presenca de
um mediador, foi a enzima do T. versicolor. Utilizando 1 U/mL da lacase de T. versicolor, a
solucdo de verde malaguita na concentracdo de 100 ppm foi descolorida 60% apo6s 24 h (Fig.
4). Utilizando a lacase de P. ostreatus e P. pulmonarius, o percentual de descoloracdo foi
inferior a 20%. A maior ou menor capacidade da lacase em oxidar um substrato esta associada
ao seu potencial redox. As lacases séo classificadas em 3 grupos quanto ao potencial redox: as
de alto potencial redox (0,7-0,8 V), as de médio potencial redox (0,5-0,6 V) e as de baixo
potencial redox (0,4-0,5 V) (UZAN et al., 2010). As lacases de Trametes sp sdo considerada
de alto potencial redox, enquanto as de Pleurotus sp sdo consideradas de potencial redox médio
(PERALTA etal., 2017)

Tem sido relatado que lacases de diferentes fungos sao habeis na descoloracéo do verde
malaquita. Por exemplo, lacase (30 U/mL) de Ganoderma sp foi capaz de descolorir mais de
90% de uma solucdo 100 ppm de VM apos 12 h (SHARMA et al., 2015). Uma lacase de
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Trametes pubescens (300 U/L ou 0,3 U/mL) descoloriu 41% e 96% de uma solugéo de VM (33
ppm) apos 4 e 21 h, respectivamente (OSMA et al., 2007).
Figura 4. Porcentagem de descoloracdo do corante verde malaquita pelas lacases de Trametes versicolor,

Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius. Os meios reacionais continham 1 U/mL de lacase (concentracéo
final)

100 .
-@- lacase de T. versicolor

80 -®- lacase de P. ostreatus

lacase de P. pulmonarius

% Descoloracéo

Tempo (h)

Fonte: Propria (2021)

A Figura 5 exibe os resultados do ensaio enzimatico de descoloracdo do verde malaquita
pelas lacases de T. versicolor, P. ostreatus e P. pulmonarius na presenca dos mediadores acido
violdrico, HBT e acetilacetona. O tempo do ensaio foi reduzido para um méaximo de 4 horas.
Maior descoloracdo foi observada quando a lacase de T. versicolor foi utilizada com &cido
violurico a 0,5 mM como mediador: 100% de descoloracdo foi observado apds incubacdo de 1
h. O HBT aumentou a capacidade de descoloracdo no extrato de T. versicolor, mas ndo
aumentou a descoloracdo causada pelas lacases de P. ostreatus e P. pulmonarius. O mediador
acetilacetona ndo aumentou a descoloracdo do verde malaquita para nenhuma das lacases
testadas.

A descoloracdo do verde malaquita foi medida utilizando-se diferentes concentragdes
do &cido violdrico. O efeito do acido violurico na descoloracdo do verde malaquita é dose
dependente para todas as lacases testadas (Fig. 6). Apds 1 h a descoloracdo do corante foi
proxima a 100% ao se utilizar as lacases de T. versicolor e de P. ostreatus e cerca de 80% ao
se utilizar a lacase de P. pulmonarius. Ao redor de 50% de descoloracdo do verde de malaquita
foi obtida ao se utilizar o &cido violurico nas concentracdes de 0,16, 0,18 e 0,25 mM em

associacdo com as lacases de T. versicolor, P. ostreatus e P. pulmonarius, respectivamente.

[9]

INSTITUTO INTERNACIONAL

DESPERTANDO

VOCAcﬁ ES SOCIEDADE 5.0: EDUCACAO, CIENCIA, TECNOLOGIA E AMOR. RECIFE. V COINTER PDVAgro 2020



UMA PARTE DO TITULO EM PORTUGUES, NEGRITO, CAIXA ALTA

Figura 5. Porcentagem de descoloracgdo do corante verde malaquita (100 ppm) lacases de T. versicolor, P.
ostreatus e P. pulmonarius (lacase na concentragdo final de 1 U/mL) com adi¢do dos mediadores acido
violdrico, 1-hidroxibenzotriazol (HBT) e acetilacetona todos na concentracao final de 0,5 mM.
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Fonte: Prépria (2021)

Figura 6. Efeito da concentracdo do 4cido violurico sobre a descoloracdo do verde malaquita pelas lacases de T.
versicolor, P. ostreatus e P. pulmonarius. O tempo reacional foi de 1 h utilizando verde de malaquita 100 ppm
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Fonte: Prépria (2021)

Para verificar se a descoloracdo do verde malaquita € acompanhada ou ndo de reducéo
da fitotoxicidade, foram realizados experimentos utilizando sementes de alface e avaliando-se
o crescimento da radicula na presenca de &gua, verde malaquita sem tratamento, verde
malaquita com enzima, verde malaquita com mediador e verde malaquita com enzima e
mediador. Para este experimento, utilizou-se o extrato enzimatico de T. versicolor. Comparando
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com a &gua (controle) a solu¢do com corante foi fitotoxica, visto que o comprimento médio das
radiculas foi reduzido de 50 para 15 mm ((Fig. 7). As solu¢des descoloridas (corante + lacase e
corante + lacase + acido violdrico) apresentaram menor fitotoxicidade. A solucdo de acido
violurico e corante exibiu maior fitotoxicidade do que o corante sozinho, o que sugere que acido

violdrico também apresentou fitotoxicidade.

Figura 7. Analise da fitotoxicidade do corante verde malaquita. A fitotoxicidade foi avaliada com sementes de
alface, medindo-se o comprimento das radiculas apds 5 dias
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Fonte: Prépria (2021)

A fim de avaliar a fitotoxicidade do acido violurico foi realizado um novo teste apenas
com o mediador em diferentes concentracdes. A medida que as sementes foram expostas &
concentragfes mais elevadas de acido violurico, o tamanho das radiculas foi menor (Fig. 8).

Diversos trabalhos tem avaliado o efeito positivo do acido violurico na degradacao de
corantes. A adicdo de 1 mM de &cido violurico aumentou de 2 a 30 vezes a degradacao de
diferentes corantes pela lacase de Trametes hirsuta (YANTO et al., 2019, RODRIGUEZ-
COUTO & SANROMAN, 2007). O uso do &cido violrico como mediador da lacase de
Pleurotus ostreatus também aumentou a degradacdo de diversos corantes (POGNI et al., 2007).

Entretanto, em funcdo dos resultados obtidos que mostram uma reducdo do crescimento das
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radiculas das sementes de alface pelo acido violurico, os estudos de degradagdo de dorantes
utilizando sistemas lacase-&cido violurico devem ser monitorados quanto a toxicidade e se

priorizar 0 uso de concentragdes baixas deste mediador.

Figura 8. Efeito da concentracdo de acido viollrico no comprimento das radiculas de alface

radicula (mm)
D
T

| | | | | | |
00 0.1 0.2 03 04 05 0.6

acido violarico (mM)

Fonte: Prépria (2021)

CONCLUSOES

Os residuos da pupunheira foram substratos adequados para crescimento dos fungos P.
ostreatus, P. pulmonarius e T. versicolor. Maiores atividades de lacase foram obtidas com T.
versicolor  cultivado na bainha interna da pupunheira. As lacases dos trés fungos foram
eficientes na degradacdo do corante verde de malaquita. A adicdo do mediador acido violarico
aumentou a eficiéncia do processo de degradacéo do corante, diminuindo o tempo necessario
para completa descoloragcdo. No entanto, o acido violurico apresentou certa fitotoxicidade que
deve ser considerada na sua associagcdo com lacases quando o objetivo for degradacédo e

detoxificacdo de xenobioticos.
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