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RESUMO

A micorremediacdo surge como alternativa para minimizar a poluicdo causada por
compostos recalcitrantes descartados no ambiente (solo e agua). Considerando o
potencial de representantes de Agaricomycetes na degradacdo e mineralizacdo da
lignina, este trabalho teve por objetivo identificar linhagens promissoras a utilizagdo
em processos de remogao do corante indigo carmim utilizado na coloragao do denim
e detectar a produgcdo de enzimas ligninoliticas, lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase em espécies de Agaricomycetes coletadas no Norte e
Nordeste do Brasil, tendo em vista a escassez de conhecimento sobre espécies
tropicais do Brasil. Cento e quarenta e cinco espécimes foram utilizados para o
cultivo. O teste de Bavendamm selecionou as linhagens produtoras das
fenoloxidases. Dez espécimes foram selecionados e utilizados em ensaios de
descoloragdo do indigo carmim. Os testes ocorreram em caldo Kirk, sem
esterilizacdo a + 28°C sob condi¢ao estatica, durante 5 dias. Testes de detecgao
para as enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase foram realizados
de acordo com protocolo para cada enzima. Os percentuais de descoloracao
variaram entre 56% a 96%, sendo os mais significativos para as linhagens de
Trametes: T. lactinea URM 8350 (81%), T. lactinea URM 8354 (85%) e T. villosa
URM 8022 (96%). Polyporus philippinensis URM 87927 e Polyporus aff.
thailandensis URM 8351 apresentaram percentuais de descoloracédo de 78% e 72%
e, provavelmente, sdo os primeiros estudos dessas espécies em testes de
descoloracdo. Atividade da lacase e manganés peroxidase foi detectada nas
linhagens de Pleurotus djamor URM 8113, Schizophyllum commune URM 8549, T.
lactinea URM 8350, T. lactihnea URM 8354 e T. villosa URM 8022. A lignina
peroxidase foi detectada apenas em Perenniporia centrali-africana. Os resultados
obtidos evidenciam a importancia de estudos de triagem para identificar linhagens
promissoras, possibilitando a aplicacdo em processos de biorremediacao e
biotecnologia. Entretanto, a continuidade e o desenvolvimento de novas pesquisas

permitirdo compreender a fisiologia e os mecanismos enzimaticos de cada linhagem.

Palavras-chave: Basidiomycota; Remediacao; Corante; Industria téxtil.



ABSTRACT

Mycoremediation emerges as an alternative to minimize pollution caused by
recalcitrant compounds discarded in the environment, mainly in water. Considering
the potential of representatives of Agaricomycetes in the degradation and
mineralization of lignin, this work aimed to identify promising strains for use in
processes for removing the indigo carmine dye used in denim staining and to detect
the production of ligninolytic enzymes laccase, lignin peroxidase and manganese
peroxidase in Agaricomycetes species collected in Northeast Brazil, given the
scarcity of knowledge about tropical species in Northeast Brazil. One hundred and
forty-five specimens were used for cultivation. The Bavendamm test was used to
detect the production of phenoloxidases. Ten specimens were selected and used in
indigo carmine bleaching assays. The tests took place in non-sterile Kirk brothat *
28°C under static condition for 5 days. Detection tests for laccase, manganese
peroxidase and lignin peroxidase enzymes were performed according to the protocol
for each enzyme. The discoloration percentages ranged from 56% to 96%, being the
most significant for the Trametes strains: T. lactinea URM 8350 (81%), T. lactinea
URM 8354 (85%) and T. villosa URM 8022 (96%). Polyporus philippinensis URM
87927 and Polyporus aff. thailandensis URM 8351 showed discoloration percentages
of 78% and 72% and are probably the first reports in discoloration tests. Laccase and
manganese peroxidase activity was detected in Pleurotus djamor URM 8113,
Schizophyllum commune URM 8549, T. lactinea URM 8350, T. lactinea URM 8354
and T. villosa URM 8022 strains. Lignin peroxidase was detected only in
Perenniporia centrali-africana. The results obtained show the importance of
screening studies to identify promising strains, enabling their application in
bioremediation and biotechnology processes. However, the continuity and
development of new research will allow understanding the physiology and enzymatic

mechanisms of each promising strain.

Keywords: Basidiomycota; Remediation; Dye; Textile industry.
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1 INTRODUCAO

As 4guas poluidas e/ou contaminadas provenientes de efluentes téxteis
prejudicam o meio ambiente, compromete a fauna, a flora e a microbiota existentes
nesses espacos. Estima-se que nessas aguas estejam presentes mais de 2.000
diferentes componentes quimicos abrasivos e recalcitrantes, além de corantes e
outras substancias auxiliares de tingimento (SPINA et al. 2014; SEN et al. 2016;
SAMSAMI et al. 2020; DE OLIVEIRA et al. 2021; XIAO et al. 2022). A coloragao das
aguas residuais decorrentes de atividades da industria téxtil € considerada um dos
fatores agravantes de poluicdo ambiental, pois dificulta a incidéncia dos raios
solares, essenciais a fotossintese da flora aquética, bem como a solubilidade dos
gases em ecossistemas aquaticos (KUNZ et al. 2002; IRSHAD & ASGHER, 2011;
SAMSAMI et al. 2020).

Os corantes sdo compostos que apresentam caracteristicas recalcitrantes,
altamente toxicas, de dificil degradacdo além de propriedades mutagénicas e
carcinogénicas, sendo considerados um dos maiores poluentes de corpos d’agua,
causando graves problemas ambientais (ULSON et al. 2010; OZDEMIR et al. 2013;
SEN et al. 2016; BERRADI et al. 2019; CHOWDHURY et al. 2020). Dentre esses, 0
corante indigo carmim € uma substancia de coloracéo azul amplamente utilizado nas
industrias de alimentos, papel, celulose, na area médica, cosmeéticos, na fabricacdo
de fibras funcionais, polimeros, semicondutores, sensores e na téxtil, no tingimento
do denim (CHOI, 2021).

Em Pernambuco, a concentracdo do polo de confeccdo de roupas em
conjunto com o setor de producéo e customizacéo, situado nas cidades de Caruaru,
Toritama, Riacho das Almas e Santa Cruz do Capibaribe, é responsavel pela
producédo de efluentes poluentes que sdo despejados nos principais rios da regiao,
Capibaribe e Ipojuca. De acordo com o relatério de monitoramento de bacias
hidrogréficas do estado de Pernambuco (CPRH, 2020), a qualidade das aguas
desses rios esta comprometida por varios fatores, sendo um deles, a poluicdo e
contaminacao, causada pelo despejo de efluentes altamente carregados de corantes
sintéticos proveniente, principalmente, do tingimento do jeans. Os rios Ipojuca e
Capibaribe estdo entre os 10 rios mais poluidos do Brasil, ocupando o terceiro e
sétimo lugar, respectivamente, devido, em grande parte, ao despejo de efluentes
téxteis de lavanderias (IBGE, 2015; CPRH, 2020). O setor de acabamento da
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induUstria da moda € um dos que mais agrega valor econémico ao produto, atraindo o
consumidor pelas cores provenientes dos processos de customizacdo. Entretanto,
também é responsavel pelo grande volume de 4guas residuais geradas nas etapas
de tingimento. Grande parte dos corantes (50%) utilizados para o tingimento nao
aderem a fibra e permanecem nas aguas residuais como poluentes (PINNEDO-
RIVILLA & COLLADO, 2009; BENKHAYA et al. 2020).

Os métodos de tratamento de descoloracdo das aguas residuais, quando
utilizados, além de elevar o custo as lavanderias podem deixar residuos
contaminantes mais toxicos que o material inicial. Dessa maneira, se faz necessario
encontrar formas alternativas que tornem o processo de tratamento barato e
ecologicamente viavel.

A micorremediacdo surge como uma das alternativas para o tratamento de
descoloracdo de corantes e efluentes téxteis, sendo considerada uma alternativa
biologica econdmica, ecologica e eficaz para minimizar a poluicdo das aguas como
também do solo (SINGH, 2017; AKHTAR & MANNAN, 2020; XIAO et al. 2022).

Caracteristicas peculiares aos fungos indicam esses microrganismos como
provaveis ferramentas biolégicas, a serem utilizados na restauracdo de areas
impactadas por materiais poluentes. Espécies fungicas sdo abundantes na natureza
e podem ser encontradas em diversos ecossistemas e nas mais inusitadas
condicles, tais como variacdes de faixas de pH e de temperatura, sendo adaptaveis
e resistentes (PEREIRA & FREITAS, 2012; RODRIGUEZ-COUTO, 2017). Devido a
plasticidade do sistema enzimatico, apresentam inespecificidade ao substrato, e,
podem atuar na decomposicdo ou mineralizacdo de compostos recalcitrantes
(WESENBERG, 2003; ASGHER et al. 2008; RODRIGUEZ-COUTO, 2017). Sendo
assim, podem ser usados para a remediacdo in situ de varios poluentes, como
corantes, herbicidas, farmacos e efluentes gerados pelo setor industrial (SINGH,
2017; AKHTAR & MANNAN, 2020).

A maioria dos fungos conhecidos como causadores de podriddo branca
pertence a classe Agaricomycetes do filo Basidiomycota. Dentre as principais
caracteristicas apresentadas pelo filo estdo a formacédo de basidios e basidiosporos,
esporos de origem sexuada que, nos Agaricomycetes, sdo produzidos em estrutura
macroscopica denominada basidioma. Conhecidos popularmente como cogumelos,
orelhas-de-pau, entre outros, varias espécies de Agaricomycetes atuam ativamente

nos ecossistemas, podendo apresentar-se como saprébias, ectomicorrizas ou
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parasitas de plantas lenhosas (HIBBETT et al. 2014). Muitos trabalhos relatam o
potencial dessas espécies para utilizacdo em testes de degradacdo de compostos
recalcitrantes através da atuagdo em mecanismos de produgdo de enzimas
degradativas (WESENBERG et al. 2003; GIANFREDA & RAO, 2004; SEN et al.
2016; RODRIGUEZ-COUTO, 2017; SINGH, 2017; AKHTAR & MANNAN, 2020;
XIAO et al. 2022; RATHI & KUMAR, 2022).

Conhecer linhagens promissoras e compreender sua fisiologia e os
mecanismos que regulam a producdo de enzimas nas espécies € de primordial
importancia a utilizagdo em processos de biorremediacdo, principalmente nos de
descoloracao de corantes sintéticos (SOUZA & ROSADO, 2009; DASHTBAN et al.
2010; SRINIVASAN et al. 2010; BARRETO et al. 2011; PAVKO, 2011; CHANDER et
al. 2014; SEN et al. 2016; LEGERSKA et al. 2016; SINGH, 2017; BERRADI et al.
2019; SAMSAMI et al. 2020).

Apesar dos diversos estudos sobre o tema serem recorrentes no mundo
(XIAO et al. 2022), no Brasil e principalmente no Nordeste, estudos sobre potencial
enzimatico de espécies coletadas nessa regido sdo escassos. Diante da diversidade
de espécies fungicas existentes em ambientes tropicais e ainda inexploradas, se faz
urgente preencher uma lacuna importante sobre o potencial enzimético de linhagens
a serem utilizadas em processos biotecnolégicos. Portanto, testar a capacidade de
descoloracdo do indigo carmim utilizado no segmento téxtil e detectar a producao
enzimatica em espécies de Agaricomycetes coletadas no Norte e Nordeste do Brasil

€ objetivo principal do atual estudo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Detectar a producao de enzimas ligninoliticas de espécies de Agaricomycetes
coletadas no Norte e Nordeste do Brasil e seu potencial na descoloracéo do corante

indigo carmim.

1.1.2 Objetivos Especificos



o))

. Selecionar espécies de Agaricomycetes coletadas no Norte e Nordeste do Brasil
e depositadas no Banco de Fragmentos de Basidiomas (BDNA) do
Departamento de Micologia;

b. Avaliar os cultivos obtidos do BDNA da Micoteca URM quanto a capacidade em

produzir lacase, lignina-peroxidase e manganés-peroxidase;

c. Avaliar o tempo de producéo enzimética nas espécies cultivadas;

d. Avaliar o potencial de descoloracdo do corante indigo-carmim das espécies

selecionadas;

e. Incrementar o acervo da Micoteca URM com o depdsito de culturas de

Agaricomycetes obtidos do BDNA

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INDUSTRIA TEXTIL NO BRASIL

O desenvolvimento populacional proporcionou a aceleracdo na economia em
seus mais diversos setores, principalmente os considerados essenciais, como os de
alimentacdo e vestuario. Mundialmente, a busca por produtos industrializados fez
com que o segmento industrial confeccionasse produtos cada vez mais atrativos ao
consumo, diversificando textura, formatos e cores. Setores como o téxtil, eletronico,
alimenticio, dentre outros, se superam na atualizacéo de seus materiais. Com isso, 0
consumo de produtos aumentou e o descarte de materiais no meio ambiente
cresceu na mesma proporcao (SILVA et al. 2012; DA SILVEIRA et al. 2016;
DESHMUKH et al. 2016; DE OLIVEIRA et al. 2021).

Um dos segmentos industriais que mais se consolidou, e cujo crescimento é
expressivo e sempre ascendente, foi a industria da moda, que se empenha na
producdo e customizacdo de pecas coloridas, sendo as de cores intensas, as mais
atrativas ao consumidor. A induastria téxtil é considerada uma das categorias
industriais mais tradicionais mundialmente e de grande importancia para
manutencdo de uma das necessidades basicas do ser humano, o vestir-se.
Entretanto, o seguimento também ocupa lugar de destaque na emissdo de gases
poluentes, que vai desde a producdo de matéria prima, o alto consumo de agua até

o descarte de grandes volumes de efluentes em corpos d’agua, além da poluicéo do



solo e comprometimento da biota aquatica dos rios e, consequentemente, do
homem (COUTO, 2009; EL ENSHASY et al. 2017; KHAN e MALIK, 2018; LELLIS et
al 2019; DE OLIVEIRA et al. 2021).

O setor téxtil teve a sua ascensdo no inicio do século XVIII, h4 mais de 200
anos, em meados de 1780 e coincidiu com o inicio da Revolug¢do Industrial que
ocorreu na Inglaterra. Nessa época, o setor téxtil se concentrava na regido britanica
e dois principais polos disputavam pelo mercado (EUA e Inglaterra). Entretanto,
devido ao acesso a equipamentos de producdo, outros paises também passaram a
disputar o mercado. A Gré-Bretanha foi um dos primeiros paises a se empenhar
para dominar o segmento téxtil da industria (FCEM, 2019). No mundo, o ramo
emprega cerca de 75 milhbes de pessoas e € responsavel por 8 a 10% das
emissOes globais de gases de efeito estufa; € responsavel por cerca de 20% da
poluicdo por dguas residuais em todo o mundo e tem uma perda de US$ 500 bilhdes
a cada ano devido as roupas subutilizadas e a falta de reciclagem (DE OLIVEIRA et
al. 2021). No Brasil, o setor é responsavel por gerar 1,36 milhdes de empregos
diretos, dos quais 60% se referem a mado de obra feminina, sendo considerado o
segundo setor empregaticio na industria de transformacédo, perdendo apenas para
os setores de alimentos e de bebidas. Em 2020, a producédo e empregabilidade do
setor representaram 19,8% do total de trabalhadores alocados na producao
industrial e 5% do valor total da producdo da industria brasileira de transformacao,
acumulando um faturamento de R$161 bilhdes (IEMI, 2021). Apontado como a maior
cadeia téxtil do ocidente e estdo entre os cinco maiores consumidores e produtores
de indigo no mundo, sendo o quarto produtor de malhas no mundo. No Brasil ha,
aproximadamente, 24,6 mil unidades produtivas formais em todo o pais
responsaveis por 1,91 milhdes de toneladas de produtos. O Brasil detém
aproximadamente 50 faculdades de moda espalhadas em 11 estados, responséavel
por apresentar uma das cinco maiores “Semanas de Moda” do mundo, evento
importante da area (ABIT, 2020).

Embora o processo de industrializacdo de produtos tenha contribuido a
formacdo dos centros urbanos e geracdo de empregos diretos e indiretos, também
acelerou a transformacdo do meio ambiente, ocasionando danos, muitas vezes,
irreversiveis. O segmento téxtil contribui significativamente a poluicdo do meio
ambiente, desde a producdo do algoddo, com o uso de pesticidas, até a geracdo de

retalhos que sdo descartados de forma inadequada (DE OLIVEIRA et al. 2021).
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Entretanto, as etapas de lavagem e tingimento sdo as que diretamente causam
danos visiveis ao meio ambiente devido a geracdo de grandes quantidades de
efluentes contendo alta carga de compostos poluentes coloridos (SILVA et al. 2012;
BERRADI et al. 2019).

No Brasil, a regido Nordeste abriga o segundo maior pélo de confec¢gbes do
pais, compreendido entre os estados da Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte. No estado de Pernambuco, os municipios de Caruaru, Santa Cruz
do Capibaribe, Toritama e Riacho das Almas, localizados na mesorregiao do agreste
pernambucano produzem e customizam denim (jeans), sendo a principal atividade
econdmica da regido responsavel pelo desenvolvimento local (SANTOS et al. 2013;
ABIT, 2020).

O denim é uma das pecas mais utilizadas no mundo. O tecido de algodao
sarjado de coloragdo azul indigo, conhecido popularmente como “jeans”, foi muito
utilizado pelos marinheiros genoveses no século XVII e como roupa de trabalho na
Nova Inglaterra no século XIX. Entretanto, foi em meados do século XX que o jeans
se tornou um artigo melhorado e requisitado pela moda vigente (GORINI, 1999;
GONDIM et al. 2008).

Antes disso, o0 jeans era comercializado sem lavagem e engomado. A goma
utilizada deixava o produto rijo, sem maleabilidade, causando desconforto ao
usuario. Somente apds sucessivas lavagens, o tecido amolecia. Nesse momento,
surgem as lavanderias industriais que passaram a tratar o tecido, tornando-o uma
vestimenta confortavel ao vestir (GONDIM et al. 2008). Esse tratamento envolve
varias etapas, dentre as quais estdo as de tingimento e lavagem, consideradas as
principais responsaveis pela producédo de efluentes com elevada concentracdo de
corantes e outras substancias utilizadas no processo (CARNEIRO & ZANONI, 2016;
AKHTAR & MANNAN, 2020). As substancias resultantes desse processo sao
responsaveis nao sé pela poluicdo da 4gua, como também acarretam danos ao solo
e a vegetacao ao longo das margens de rios nos quais sao despejados os efluentes,
como por exemplo, o rio Capibaribe Pernambuco-Br (GONDIM et al. 2008).

Grande parte da poluicdo gerada por efluentes téxteis se deve ao uso de corantes
utilizados no tingimento da fibra do tecido (GONDIM et al. 2008). Estima-se que para
cada quilo de produto produzido sejam necessarios 200 a 400 litros de agua (DE
OLIVEIRA et al. 2021), sendo 88% dessa agua descartada contendo alta carga de

residuos e mais de 10.000 subprodutos, tais como compostos clorados, sais,
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substancias quimicas auxiliares, surfactantes e, principalmente, corantes (SEN et al.
2016; DE ALMEIDA et al. 2016; SINGH, 2017; LELLIS et al. 2019; CHOI, 2020).

A presenca de corantes dissolvidos nos efluentes, ainda que em pequenas
quantidades, interfere diretamente na atividade fotossintética comprometendo a
biota aquatica, pois impedem a penetracdo dos raios solares na coluna d’agua
(KUNZ et al. 2002; SPINA et al. 2014; SINGH, 2017; LELLIS et al. 2019).

2.2.CORANTE INDIGO CARMIN

Desde os primérdios da civilizacdo, a humanidade utiliza fontes naturais para
obtencao de substancias coloridas para tingir o corpo, tecidos e objetos. O primeiro
corante foi sintetizado em 1856, apos a descoberta de Mauveine por William Henry
Perkin ao tentar sintetizar quinino, um medicamento usado para curar a malaria, que
assolava regides tropicais. Dessa maneira, Perkin produziu uma nova geracédo de
corantes e, desde entdo, os corantes naturais foram sendo substituidos por
compostos sintéticos (CARNEIRO & ZANONI, 2016; BENKHAYA et al. 2020).

Corantes sdo complexos organicos insaturados que tém a propriedade de
absorver luz e dao cor a regiao visivel, denominada cromoforo. A cor é dada pela
fracdo de luz ndo absorvida pelo corante e sim refletida. As ligacbes duplas
conjugadas constituem uma estrutura quimica favoravel a absorcdo da luz. Assim,
0s corantes geralmente contém aminas aromaticas e apresentam composicao
complexa e estavel, sendo, por isso, considerados recalcitrantes e, geralmente, nao
podem ser facilmente tratados através dos métodos convencionais sendo necessario
implementar duas ou mais formas de tratamento tornando o tratamento caro (LELLIS
et al. 2019; BENKHAYA et al. 2020).

A producédo de corantes chega a 700.000 toneladas por ano, sendo o Brasil
responsavel por 2,6% dessa producdo (GUARATINI & ZANONI, 2000; CARNEIRO &
ZANONI, 2016). Dos corantes utilizados nas industrias, 10 a 20% sao transformados
em efluentes descartados no meio ambiente (EL ENSHASY et al. 2017; BERRADI et
al. 2019).

De acordo com o indice de cores, publicado pela Society of Dyers and
Colorists (Reino Unido) em cooperacdo com a Associacdo Americana de Quimicos e
Coloristas Téxteis (AATC), os corantes téxteis sdo classificados com base na
estrutura quimica do cromoforo, cor e método de aplicacdo. Dessa forma,

cada
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corante é representado por dois numeros referentes a base da classificacdo em
cores e quimica. Um nome genérico para o indice de cores (IC) para corantes inclui
acido, bésico, direto, disperso, reativo, corante de enxofre, pigmento, cuba e azo
insoltvel. Quando a classificacdo ocorre usando a base quimica (croméforo), o
namero do I.C é apresentado como nitro, azo, carotenoide, difenilmetano, xanteno,
acridina, quinolina, indamina, enxofre, amino e hidroxicetona, antraquinona,
indigoide, ftalocianina e pigmento inorganico. Portanto, corantes sintéticos
apresentam dois componentes principais: o grupo responsavel pela coloracao,
denominado cromoéforo, e o grupo funcional, responsavel pela fixacdo a fibra
(GUARATINI & ZANONI, 2000; EL ENSHASY et al. 2017; IHSANULLAH et al. 2020;
BENKHAYA et al. 2020).

Corantes sintéticos tém sido frequentemente utilizados nas industrias de
alimentos, de cosmeéticos, em curtumes, papel, farmacéutica e téxtil no tingimento da
fibra. Devido a sua praticidade, custo-beneficio e caracteristicas peculiares, as
industrias téxteis preferem os corantes sintéticos aos corantes naturais. Dentre as
caracteristicas, pode-se citar a alta estabilidade a luz, resisténcia a diversos fatores,
tais como, temperatura, transpiracdo, utilizacdo de detergentes, ataque microbiano
dentre outros (GUARATINI, 1999; FORGACS et al. 2004; MUGDHA & USHA, 2012;
EL ENSHASY et al. 2017). Amplamente utilizados na industria téxtil, contribuem para
a carga organica e a toxicidade das aguas residuais. Produzidos para resistir ao
desbotamento e a outros produtos quimicos, 0s corantes apresentam composicao
guimica estavel e geralmente sdo de dificil degradacdo (GUARATINI & ZANONI,
2000; SEN et al. 2016; SINGH, 2017; BERRADI et al. 2019). Dentre os diversos
corantes utilizados pelas industrias, o indigo carmin se sobressai pela utilizacédo
tradicional no tingimento do denim (jeans). O jeans € uma das roupas mais
consumidas no mundo, com um numero estimado de dois bilhdes de pecas vendidas
a cada ano, e consome cerca de 20.000 toneladas/ano de indigo sintético. O
tingimento de uma peca consome em média 3-12 g de corante indigo (MOREIRA,
2019; CHOWDHURY et al. 2020).

indigo é um dos corantes mais antigos usados na histéria da humanidade,
com registros de aproximadamente 5 milénios. Considerado um corante nobre pela
qualidade no tingimento, o indigo natural teve sua origem na india antiga e era
obtido das espécies vegetais Indigofera tinctoria, Polygonium tintoctorun e Isatis

tinctoria. A extracdo era realizada com agua e o extrato resultante consistia numa
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solucdo aquosa do glucésido de indoxilo, que era hidrolisado por via fermentativa
para dar origem ao indoxilo, sendo oxidado em seguida ao indigo. O corante
sintético surgiu com o processo de industrializacdo, em 1856, e ainda é o principal
composto usado para tingir denim devido a sua excelente coloracdo, embora
apresente baixa solubilidade em agua devido a sua estrutura quimica (CARNEIRO &
ZANONI, 2016; CHOI, 2021).

O indigo carmim é uma substancia de coloracdo azul amplamente utilizada
nas industrias de alimentos, cosméticos, celulose, téxtil, além de aplicacbes médicas
(Choi, 2020). Pertencente ao grupo indigbides, o corante € um sal sédico do acido
5,5-indigosulfénico e apresenta um grupo cetonico (C=0) em sua composicao
guimica, sendo insolivel em agua (Fig 1). Entretanto, quando se encontra na forma
reduzida (C-OH), torna-se sollvel e passa a ter afinidade quimica pela fibra
celulésica. Devido a estrutura molecular complexa, os indigéides sdo estaveis
guimicamente e, portanto, dificeis de serem removidos quando descartados no meio
do ambiente (GUARATINI & ZANONI, 2000; PAVANELLI, 2010; CHOWDHURY et
al. 2020).

Figura 1 — Estrutura molecular do indigo carmim
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Fonte: Pavanelli (2010).

De acordo com a fixacéo a fibra, o indigo carmim é classificado como sendo
um dos mais importantes corantes pertencentes a familia do tipo vat, também
conhecidos como corantes a tina ou a cuba e, na classificacdo com base no
cromoforo, o indigo entra como pertencente aos indigoide (VETEC, 2008; DE
ANDRADE & LOPES, 2015; ZANONI & CARNEIRO, 2016; BERRADI et al. 2019).

Geralmente, os corantes classificados a cuba séo utilizados para tingir
algoddo devido as propriedades de fixagdo. Devido a produgdo quimica de

hidrossulfito de sédio, essa classe de corantes pode causar sérios danos ecoldgicos
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(GUARATINI & ZANONI, 2000; CHOI, 2020; BERRADI et al. 2019; CHOWDHURY et
al. 2020).

As etapas de tingimento utilizando o indigo carmin, insolivel em &gua,
incluem a reducdo de indigo a um leucoindigo que passa a ser altamente sollavel
(Fig 2). Quando fixado a fibra, o corante apresenta capacidade de reoxidacao
através do ar retomando a forma inicial (insolGvel). Entretanto, para que 0 processo
de reducdo ocorra, € utilizado um forte redutor em solucdo alcalina, o ditionito de
sédio (Na2S204), que gera subprodutos toxicos e perigosos que causam poluicdo
ambiental (BERRADI et al. 2019; CHOI, 2020; CHOWDHURY et al. 2020). Além
disso, o indigo carmim sintético é altamente toxico e apresenta propriedades
cancerigenas como também interfere no desenvolvimento neural. O contato com o
corante pode causar irritacdes na pele, risco de danificar permanentemente os olhos
guando entra em contato direto na cornea e causar problemas ao trato respiratorio
dos seres humanos (SAGGIORO et al. 2012; CHOWDHURY et al. 2020).

Figura 2 — Processo de reducao do corante a cuba com ditionito de sédio
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Fonte: Guaratini & Zanoni (2000).

Diante do exposto, estudos se intensificaram em busca de alternativa
ecologicamente viavel a remediacdo de aguas residuais poluidas por corantes,
sendo apontado o uso de fungos causadores de podriddo branca, como potenciais
candidatos a serem utilizados ndo s6 para descoloracao de efluentes como também
de diversos compostos recalcitrantes. Nesse contexto, a micorremediacdo se
sobressai como alternativa favoravel a ser utilizada como ferramenta biolégica mais
indicada para minimizar os danos ambientais causados pela utilizacdo de compostos
poluentes, como os corantes (NOVOTNY et al. 1997; EL ENSHASY et al. 2017;
CHOWDHARY et al. 2018; PANDEY et al. 2017; PRZYSTAS et al. 2018; AKHTAR &
MANNAN 2020; XIAO et al. 2022). Dentre os fungos mais estudados, os que mais
se destacam sdo aqueles capazes de produzir enzimas ligninoliticas, tais como
lacases, lignina e manganés dependente de peroxidases e peroxidases versateis
(RUIZ-DUENAS et al. 2009; PINEDO-RIVILLA & COLLADO, 2009; DASHTBAN et al.
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2010; SINGH et al. 2015; LEGERSKA et al. 2016, 2018; XIAO et al. 2022). Estas
enzimas tém sido apontadas com as principais ferramentas bioldgicas usadas para
descolorir corantes em aguas residuais, sendo as lacases mais evidenciadas em
estudos de degradacao de residuos (SILVA et al. 2012; SEN et al. 2016; XIAO et al.
2022). Portanto, identificar e selecionar cepas capazes de serem utilizadas nesses
processos é primordial & saude do meio ambiente bem como dos seres vivos que 0

compdem.

2.3 AGARICOMYCETES: DESCOLORACAO DE CORANTES EM EFLUENTES

Nas ultimas décadas, pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de selecionar e
testar linhagens de fungos, principalmente os causadores de podridao branca, para
degradar poluentes recalcitrantes. O interesse geral da comunidade cientifica é
encontrar uma alternativa economicamente viavel e ecologicamente correta para
remocao/diminuicdo de poluentes em comparacédo aos métodos de remocao fisico-
quimicos existentes (PINEDO-RIVILLA & COLLADO, 2009; RODRIGUEZ-COUTO,
2017; SAMSAMI et al. 2020; XIAO et al. 2022). Politicas governamentais rigorosas
relacionadas aos niveis de poluentes permitidos em aguas, nao sao suficientes para
coibir o despejo de efluentes nédo tratados nos rios. Além disso, os custos elevados
dos tratamentos quimicos para remocdo de poluentes e a possibilidade de alguns
desses tratamentos gerarem subprodutos e sélidos, na maioria das vezes, mais
toxico do que o produto inicial, ttm acelerado a busca por alternativas biolégicas
para remediar 0s impactos ambientais causados por poluentes oriundos das
atividades industriais (PINEDO-RIVILLA & COLLADO, 2009; MUGDHA & USHA,
2012; CPRH, 2020).

Os processos desenvolvidos para o tratamento da remoc¢éo da cor em aguas
residuais podem ser fisico-quimicos ou bioldgicos, sendo os primeiros, geralmente,
de custo elevado, se tornando inviaveis, principalmente, as pequenas lavanderias.
Dentre os processos fisicos, pode-se citar adsorcao e filtracdo por membrana, e,
dentre os processos quimicos, os de coagulacdo-floculacdo e ozoniza¢do. Ha ainda
0s processos de oxidagcdo avancados, como reacdo de Fenton e fotocatalise, além
dos processos eletroquimicos que incluem eletrocoagulacdo, eletro-oxidagdo e
reducdo eletroquimica. Todos os processos listados tém por objetivo a remocéo de

cor de aguas residuais, mas sua aplicacdo é limitada devido aos altos custos
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operacionais, a utilizacdo de produtos quimicos/reagentes caros, a baixa eficiéncia,
a mineralizacdo incompleta e a producdo de lodo residual contendo produtos mais
toxicos do que os iniciais (POPLI & PATEL, 2015; SEN et al. 2016; CHOWDHURY et
al. 2020).

O tratamento biolégico € uma solucdo ecologicamente correta que usa
métodos sem grandes investimentos e custos operacionais, sendo o mais favoravel
em termos econémicos e ecoldgicos. Geralmente, ocorre por adsorcdo na biomassa
microbiana ou por biocatalise enzimatica e pode ocorrer de forma aerdbica e
anaerdbica. O tratamento biolégico anaerdbio-aerdbio sequencial é considerado um
dos meétodos mais econdmicos para a mineralizagdo completa de corantes. O
estagio anaerdbico produz descoloracao atraves da clivagem redutiva das ligacoes
azo do corante, resultando na formacdo de aminas aromaticas incolores, mas
potencialmente perigosas. O estagio aerobio envolve a degradacdo das aminas
aromaticas e os produtos de tratamento aerdbio contém dioxido de carbono e
biomassa (AHMAD et al. 2015; KIRAN et al. 2017; SINGH, 2017; SAMSAMI et al.
2020).

Os fungos causadores de podriddao branca, principalmente espécies de
Agaricomycetes, apresentam capacidade de degradar lignina e celulose, por isso
sdo denominados lignoceluloliticos. Para que ocorra a degradacdo dos componentes
da madeira € necessaria a atuacdo de um processo multienzimatico que envolve,
principalmente, enzimas oxidativas, tais como a lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase (LEONOWICZ et al. 1999; ZHANG et al. 2016). Uma das
primeiras publicacbes sobre producdo de enzimas foi relatada por Bourquelot &
Herissey (1897) em espécimes de Polyporus sulphureus, obtendo resultados
positivos. Logo em seguida, Czapek (1899) descobriu a enzima de degradacao da
lignina em Merulius lacrymans. Posteriormente, Buller (1906) publicou uma lista de
enzimas presentes em Polyporus squamosus (NGUYEN et al. 2018). Entretanto, a
constatacdo do potencial de linhagens de Phanerochaete chrysosporium em
degradar compostos recalcitrantes chamou a atencdo para o desenvolvimento de
diversos estudos (BORCHERT & LIBRA, 2001; MECHICHI et al. 2006; CHANDER &
ARORA, 2007; PINEDO-RIVILLA & COLLADO, 2009; DASHTBAN et al. 2010;
GHEBRESLASIE et al. 2016; SINGH et al. 2017).

Estudos utilizando espécies de Agaricomycetes para degradar compostos

poluentes tém sido cada vez mais recorrentes e comprovam a potencialidade da
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classe. Em estudo de revisao, Pinedo-Rivilla e Rivilla (2009) relatam a utilizacdo de
espécies de Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor e Daldinia
concentrica testadas para degradacdo de estireno monomeérico. Pleurotus tuber-
regium apresentou diminuicdo dos compostos aromaticos quando testado em
solucdo aquosa contendo 6leo diesel. Espécies pertencentes aos géneros Coriolus,
Pycnoporus, Pleurotus, Fomitopsis e Daedalea apresentaram potencial de
degradacdo quando testadas frente a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
enquanto que espécies de Phanerochaete, Irpex, Polyporus, Stereum, Lentinus,
Bjerkandera, Pleurotus e Phlebia foram testadas para remediacdo de solos
contaminados. Espécies de Panus tigrinus CBS 577 e 579 foram testadas para
reduzir poluentes de aguas residuais de moinho de azeitonas contendo fenais.
Trametes versicolor foi testada para degradacdo e descoloracdo de efluentes de
uma fabrica de papel. Isolados de Trametes versicolor HR131 e Trametes sp. HR577
foram estudados na degradacdo do pentaclorofenol. Espécies de Boletus edulis,
Suillus luteus, Cortinarius russus, Suillus grevillei, Gomphidius viscidus, Laccaria
bicolor, Leccinum scabrum, Xerocomus chrysenteron foram cultivadas em meios em
diferentes concentracdes de substrato contendo pentaclorofenol com o objetivo de
determinar o efeito do composto sobre o crescimento micelial. Os resultados obtidos
comprovaram gue nao houve impacto no crescimento do micélio, entretanto houve a
diminuicdo dos niveis de pentaclorofenol no substrato. Em estudo semelhante,
espécies de Peniophora cinerea, Psilocybe castanella, duas cepas de Trametes
villosa, Agrocybe perfecta, Trichaptum bisogenumand e Lentinus villosus foram
capazes de colonizar solo contendo até 4600 mg de pentaclorofenol/kg de solo. Foi
observada a producdo de ions cloreto durante a degradacdo, indicando a
desalogenacao da molécula. Outros artigos comprovam a capacidade de producéo
de enzimas de espécies de Agaricomycetes (SRINIVASAN et al. 2010; PAVKO,
2011; CHANDER & ARORA, 2014: SEN et al. 2016; LEGERSKA et al. 2016; SINGH,
2017). Todavia, € importante ressaltar que, grande parte dos estudos foram
desenvolvidos e publicados, majoritariamente por pesquisadores da China e dos
Estados Unidos. Esses paises sdo 0s que mais contribuem para o desenvolvimento
de pesquisas sobre fungos de podriddo branca e produgdo de enzimas,
principalmente lacase, como também a utilizacdo em processos de biorremediacdo e

degradacdo de compostos xenobioticos (XIAO et al. 2022).
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No Brasil, os estudos ainda sobre o tema s&o timidos, se levarmos em
consideracao a megadiversidade fungica existente e, do quanto ainda precisa ser
explorado. Deve-se levar em consideracdo que o Brasil detém biomas exclusivos,
bem como temperaturas e climas que sO existem no pais, tornando, talvez as
espécies endémicas, potenciais ferramentas biolégicas de um futuro préximo.

Diante da comprovacdo dos estudos ja realizados com diversos compostos
recalcitrantes, a possibilidade de aplicar o potencial de espécies coletadas no
Nordeste para o tratamento de aguas residuais e efluentes contendo corantes, se
faz urgente. A dgua € um bem comum que precisa ser cuidado para a manutencéo
da vida no planeta. Diversos efluentes despejados nos mananciais e rios tém
desencadeado a poluicio e contaminacdo das aguas. O interesse no
desenvolvimento de estratégias para minimizar 0s impactos no meio ambiente tem
se tornado de interesse coletivo. Sendo assim, estudos de identificacdo de cepas
capazes de degradar corantes vém sendo realizados. Espécies de Agaricomycetes
podem ser usadas para clivagem de cromoforos de corantes sintéticos e,
consequentemente, remocdo de cor (ALl et al. 2010). O sistema enzimatico
inespecifico do grupo apresenta capacidade de mineralizar complexos vegetais
poliméricos, tais como a lignina (KUNZ, 2002; WESENBERG et al. 2003), bem como
para oxidar compostos poluentes organicos, inclusive corantes sintéticos. Portanto,
uma promissora ferramenta biolégica a ser utilizada em processos de descoloracéo
de corantes e remocdo de compostos recalcitrantes em ambientes impactados
(PINEDO-RIVILLA & COLLADO, 2009; RODRIGUEZ-COUTO, 2017). Pesquisas
desenvolvidas utilizando fungos de podriddo branca para descoloracdo de corantes
sintéticos tém sido bastante recorrentes em diversos paises. Todavia, a maioria dos
estudos de descoloracéo foi realizada fora do Brasil (XIAO et al. 2022).

Novotny et al. (2001) testaram 103 cepas de fungos para descoloracdo de
diferentes grupos de corantes: azo, diazo, antraquinona, heterociclico, trifenilmetano,
ftalocianina. Na triagem, foram avaliadas a taxa e eficiéncia de descoloracdo em
meio agar solido contendo 200 pg/g-1 de poli R-478 ou Remazol Brilliant Blue R
(RBBR). Irpex lacteus 617/93 e Pleurotus ostreatus 670/93 foram capazes de
remover completamente o corante RBBR no 10° dia a 28 °C. Em meio liquido, 1.
lacteus 617/93 foi testada para remocdo de RBBR, azul de bromofenol, ftalocianina,
vermelho de metila e vermelho congo em meio liquido. Ao fim do 14° dia, foi
verificada a reducdo de 93% de RBBR, 100% de azul de bromofenol, 98% de
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ftalocianina, 56% de vermelho de metila e 58% de vermelho congo. Irpex lacteus
617/93 também foi testada para degradacdo de RBBR adicionado a solo esterilizado
e, em seis semanas, 77% do corante foi removido.

Eichlerovd et al. (2007), em estudos de descoloracdo, verificaram que
Dichomitus squalens apresentou taxa de descoloracdo de 99% frente ao corante
Laranja G e 98% do RBBR em concentracdo de 0.5 g/L de ambos os corantes
em14 dias de experimento, em meio liquido e em condi¢ao estatica.

Sathiya et al. (2007) avaliaram Trametes hirsuta (MTCC-136) e Pleurotus
florida quanto a capacidade de descolorir 0 azul CA, o preto B133 e o violeta SR
usados nas concentracfes de 25, 50 e 75 mg/L em meio liquido. Na concentracéo
de 25 mg/L, para o azul CA, a taxa de remoc¢ao ocorreu nas primeiras 24 h para
ambas as espécies. A descoloracdo maxima foi observada no 10° dia de incubacéao:
P. florida descoloriu 93,54% e T. hirsuta (MTCC-136) 92,17%. A 50 mg/L, P. florida
removeu 61,27% e T. hirsuta (MTCC-136) 56,64% no 10° dia, enquanto na
concentracdo de 75 mg/L de corante P. florida removeu 52,42% e T. hirsuta 39,45%.
Para o preto B133, os resultados obtidos na concentracdo de 25 mg/L foram de
64,67% para P. florida e 57,21%, para T. hirsuta (MTCC-136), de 50 mg/L foram de
33,94% e 29,97% para P. florida e T. hirsuta (MTCC-136) respectivamente,
enquanto em 75 mg/L P. florida removeu 28,57% e T. hirsuta (MTCC-136) 24,04%.
A descoloracado do violeta SR na concentracdo de 25 mg/mL foi de 83,70% por P.
florida e 62,02% por T. hirsuta (MTCC-136). Em 50 mg/L, a descoloracdo maxima
observada foi de 64,67% por P. florida e 57,21% por T. hirsuta e, em 75 mg/L, P.
florida e T. hirsuta (MTCC-136) removeram 58,04% e 43,48%, respectivamente.

Grassi et al. (2011) verificaram a capacidade de descoloracdo de Trametes
trogi BAFC 463 frente a corantes azoicos, indigoides, trifenilmetanos,
antraguinénicos e heterociclicos, bem como quantificaram a producdo de lacase e
manganés peroxidase (MnP). Além disso, testaram a lacase purificada na
descoloracdo dos corantes RBBR, indigo carmim, xilidina, verde malaquita, violeta
genciana, azul de bromofenol. O experimento foi realizado em meio de cultura
liquida e as condicBes utilizadas foram semelhantes as encontradas em efluentes
contendo corantes, tais como desnaturagéo, altos teor de sais, presenca de metais,
altas temperaturas e pHs alcalinos. Os resultados obtidos confirmaram o potencial
de T. trogii em produzir lacase (110 U mL) e MnP (0.94 U mL™?), e remover mais de

85% dos seis corantes apos 1° dia de incubacéo.
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Yuan et al. (2012) testaram 60 cepas de fungos quanto a descoloragdo do
vermelho congo, alaranjado G, alizarina, cristal violeta, vermelho neutro e azul de
metileno em placas de Petri utilizando meio malte-agar (MEA) composto por (g/L™?)
extrato de malte 20 g, 4gar 18 g e 0,05 de corante. Antrodiella albocinnamomea
W2784, Bjerkandera adusta C3760, Trametes ochracea D5900-1, Trametes
versicolor C3706, C3752 e C3759 removeram completamente os corantes entre 10-
14 dias a 30 °C. Antrodiella albocinnamomea W2784 apresentou melhor resultado e
foi usada em testes de descoloracdo do vermelho de alizarina em meio liquido,
apresentando 6timos resultados de descoloragdo atribuida a alta producdo de
lacase. No 6° dia foram produzidas 318 U/L* de lacase, diminuindo logo depois,
enquanto a atividade de MnP manteve-se em um nivel baixo, sendo observado um
aumento na producdo no 8° dia de 37 U/ L.

Ghebreslasie et al. (2016) realizaram estudos de descoloracdo de azul de
metileno, RBBR e vermelho de fenol. Os melhores resultados foram observados do
2° e 5° dia apoés a inoculacéo, atingindo o didmetro maximo no 7° dia em vermelho
de fenol e RBBR e no 11° dia para Azure B. Stereum complicatum comecou a
crescer na placa no 2° dia de inoculacdo e a descoloracdo de vermelho de fenol
ocorreu totalmente (9 cm) de diametro do 3° ao 7° dia de incubacdo. Ganoderma
australe (TM2) apresentou taxa média de descoloracao de 1,14cm diametro por dia
em relacdo a linhagem de controle de Phanerochaete chrysosporium (NBRC 31249),
gue foi de 0,54 cm de diametro por dia. De acordo com os autores, 49 isolados
apresentaram melhores taxas de descoloracdo quando comparados as linhagens de
Phanerochaete chysosporium (NBRC 31249) e Trametes versicolor (NBRC6422)
utilizadas como controle. Megacollybia platyphylla, Laccaria laccata e Lenzites sp.
foram apontadas como potenciais espécies degradadoras por apresentarem taxa de
descoloracdo melhor que os isolados utilizados como controle.

Kunjadia et al. (2016) realizaram estudo comparativo utilizando Pleurotus
ostreatus, P. sapidus e P. florida quanto a producdo de enzimas e potencial de
descoloracdo dos corantes azodicos: amarelo dourado (Coralene Golden Yellow),
vermelho escuro (Coralene Dark Red) e azul marinho (Coralene Navy Blue) em
véarias concentracdes (50 ppm, 100 ppm e 200 ppm) em meio liquido. Os resultados
apresentaram variagdes percentuais de acordo com as espécies estudadas: P.
ostreatus (88%), P. sapidus (92%) e P. florida (98%). Todas as trés espécies de

Pleurotus foram capazes de remover todos os trés corantes. Porém, P. florida
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mostrou mais de 95% de eficiéncia na remocado de todos os trés corantes. Os
autores também avaliaram o padrdo de producdo da lacase, MnP e lignina
peroxidase durante o crescimento das espécies durante 10 dias. A lacase foi a
principal enzima ligninolitica extracelular produzida pelas linhagens estudadas,
enquanto os resultados para lignina peroxidase e MnP nao apresentaram valores
expressivos.

Akpinar e Urek (2017) cultivaram Pleurotus eryngii (MCC58) utilizando residuo
de péssego como substrato indutor para a producédo de lacase. O isolado foi testado
guanto a capacidade em degradar os corantes laranja de metila, tartrazina, vermelho
reativo 2 e corante negro reativo. Os resultados demonstraram a descoloracéo de
2,8% do corante laranja de metila apos 5 min de tratamento. O trabalho € o primeiro
sobre producao de lacase por Pleurotus eryngii usando residuos de péssego como
substrato indutor.

Estudos com linhagens de Agaricomycetes coletadas no Brasil sdo escassos
ou quase inexistentes, embora haja evidéncias da necessidade de rastrear espécies
coletadas em regides tropicais tendo em vista a biodiversidade fangica existente.

Machado et al. (2005) utilizaram o RBBR como substrato para avaliar a
atividade ligninolitica de 125 Basidiomycota macroscopicos coletados em diferentes
ecossistemas de Mata Atlantica. Também foi avaliada a atividade extracelular de
descoloracdo da RBBR produzida quando os fungos selecionados foram cultivados
em meio solido e em solo contaminado com organoclorados. Um total de 106 fungos
foi capaz de remover o RBBR durante o crescimento em MEA (2%), dos quais 96
mostraram uma atividade de crescimento e descoloracdo do micélio mais forte que
Phanerochaete chrysosporium usada como referéncia. Também foram testados
guanto a descoloracdo do RBBR e atividade da peroxidase extratos fungicos obtidos
de 35 linhagens cultivadas em meio solido suplementado com bagaco de cana-de-
acucar. Os isolados testados apresentaram resultados mais promissores que P.
chrysosporium usada como controle. Todos os isolados apresentaram atividades de
peroxidase, entretanto cinco isolados ndo removeram o RBBR. Trogia buccinalis e
trés linhagens de Lentinus apresentaram descoloracdo de RBBR, no entanto nao foi
observada a producao de MnP.

Moreira-Neto et al. (2009) realizaram estudos para determinar a influéncia do
pH no crescimento de Lentinus crinitus e Psilocybe castanella e na descoloracgéo in

vitro do corante RBBR e na atividade de lacase. Os resultados obtidos
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demonstraram que o pH do meio de cultivo influenciou o crescimento de Lentinus
crinitus e P. castanella, que apresentaram menor crescimento a pH 5,9 e pH 2,7,
respectivamente, como também foram capazes de modificar o pH do meio de
cultura, ajustando-o ao pH 6timo para crescimento proximo a 4,5. A descoloracdo do
RBBR foi maxima a um pH entre 2,5 a 3,5 e maior atividade de lacase foi observada
em pH 3,5 para L. crinitus e pH 4,5 P. castanella.

Lyra et al. (2009) realizaram estudo de descoloragdo utilizando culturas
obtidas de Caripia montagnei, Datronia caperata, Earliela scabrosa, Fomitopsis feei,
Ganoderma stipitatum, Hexagonia hydnoides, Pycnoporus sanguineus e Trametes
membranacea coletadas na Mata Atlantica de Pernambuco, frente aos corantes azul
de bromofenol, azul de metileno, vermelho de fenol, vermelho do congo, laranja de
metila e verde de metila. Trametes membranacea e H. hydnoides foram os Unicos
isolados capazes de degradar todos os corantes testados.

Santana et al. (2016) avaliaram, em meio solido, trés isolados de Geastrum
guanto a producao de fenoloxidases e descoloracdo do RBBR. Os espécimes foram
coletados no Campus do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Para
deteccdo de fenoloxidase, foi utilizado o meio BDA contendo acido tanico (0,5%),
enquanto para os testes de descoloracao foi utilizado meio BDA acrescido de RBBR
(0,02%). O resultado mais promissor foi observado para a linhagem de G.
subiculosum, capaz de oxidar o substrato e degradar RBBR.

Ribeiro et al. (2018) realizam testes de descoloracdo utilizando RBBR, Acid
Blue 129, Reactive Blue 4, Reactive Black 5 e Acid Red frente a isolados obtidos de
basidiomas causadores de podriddo branca encontrados em toras de arvores mortas
no campus da Universidade Federal do Amazonas em Manaus. Os isolados obtidos
foram cultivados em MEA contendo acido tanico ou guaiacol, a fim de verificar a
producdo de enzimas ligninoliticas. Os isolados também foram cultivados em meio
MEA contendo um dos corantes. Foram obtidos 13 isolados e todos foram capazes
de oxidar o acido tanico, todavia apenas em seis foi observada a oxidacdo do
guaiacol. Os isolados LMAO008, LMAOO9 e LMAO12 foram os Unicos que
promoveram a descoloracdo de todos os corantes utilizados. Quatro isolados nao
foram capazes de descolorir nenhum corante. De uma maneira geral, os isolados
gue produziram um halo marrom-escuro quando cultivados em meio com &cido

tanico se mostraram capazes de descolorir um maior nimero de corantes. Neste
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estudo, o guaiacol mostrou-se um melhor indicador da capacidade de descoloracao
dos fungos de podriddo branca.

Almeida et al. (2018) testaram isolados de Lentinus crinitus para producgéo de
lacase utilizando subprodutos agroindustriais como substrato para descoloragéao de
corantes. Os subprodutos utilizados foram casca de café ou pellet de polpa citrica
acrescentados ao meio de cultura em diferentes fontes de nitrogénio (uréia, extrato
de levedura, sulfato de aménia e nitrato de s6dio). O extrato enzimatico foi usado na
descoloracdo do RBBR. A descoloracdo maxima de 74% no meio contendo polpa
citrica e 76% no meio contendo casca de café foi observada em 24 horas.

Desse modo, espécies de Agaricomycetes sado ferramentas biologicas

promissoras a serem utilizadas na remogao de corantes.

2.3.1 Agaricomycetes e atuacdo na degradacdo de compostos vegetais

A classe Agaricomycetes compreende aproximadamente 21.000 spp e tem
como caracteristica principal a formacao de estruturas macroscopicas de reproducéo
sexuada denominada basidioma onde sédo produzidos os basidios e basidiosporos,
gue sao esporos de origem sexuada (KIRK et al. 2008; HIBBETT et al. 2014). Muitas
espécies sao decompositores em ambientes florestais e participam ativamente da
ciclagem de materiais organicos na natureza contribuindo com o ciclo do carbono. A
atuacdo de espécies do grupo ndo se limita apenas a decomposicdo de matéria
organica, mas também em formar associa¢cfes simbioticas liquenicas e micorrizicas,
além de atuarem como patdégenos causando doencas em espécies vegetais. Ha
ainda a producéo de policetideos proveniente do metabolismo secundario, linha de
pesquisa de interesse na producédo de produtos naturais (GRESSLER et al. 2021),
além dos estudos que buscam produtos de interesse medicinal, farmacologico e
nutricional (WASSER et al. 2014).

Tantas atribuicbes tornam os representantes da classe Agaricomycetes
ferramentas bioldgicas interessantes pesquisadas a nivel mundial e, portanto a ser
explorada pelas mais diversas area do conhecimento. Todavia, a producédo de
enzimas é uma das areas de maior relevancia e, consequentemente, a mais
estudada (TELES et al. 2020). Tanto interesse se deve a producdo de diversas
enzimas lignoceluloliticas extracelulares secretadas no substrato por esses

organismos. Essas enzimas apresentam potencial em degradar os principais
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polimeros estruturais da madeira, tais como celulose, hemicelulose e lignina, bem
como macromoléculas como quitina, lipidios e proteinas (WESENBERG et al. 2003;
MUGDHA & USHA, 2012; SERGENTANI et al. 2016).

Devido a presenca de um sistema enzimatico verséatil e inespecifico, capaz de
degradar material complexo e recalcitrante como a lignina e a celulose,
representantes de Agaricomycetes podem causar dois tipos de podriddes em
madeira: a podridao parda ou marrom e a podridado branca (BLANCHETTE, 1995).

Nos dois tipos de podriddo, ha a descompactacdo dos componentes vegetais
pela atuacdo de diferentes enzimas. A podriddo parda ou marrom €é assim
denominada por resultar em pedacos de madeira de coloracdo marrom quando a
celulose e a hemicelulose séo hidrolisadas. No processo de hidrdlise, a lignina ndo e
degradada, mas modificada por desmetilacdo, dificultando o processo de
degradacéao da molécula que persiste no solo (SINGH ARORA & KUMAR SHARMA,
2010; CRAGG et al. 2015; PERALTA et al. 2017). Na podriddo parda, a lignina &
atacada pela quimica de Fenton e quimicamente modificada em uma forma marrom
oxidada que permite o0 acesso de enzimas a celulose para despolimerizacao
oxidativa (KUES, 2015).

O termo podriddo branca faz referéncia a formacéo de residuo branco fibroso
apos a descompactacdo da celulose, hemicelulose e da lignina, que ocorre pela
atuacdo de enzimas lignoliticas. Na podriddo branca, pode ocorrer dois tipos de
decomposicdo: uma em que a celulose, a hemicelulose e a lignina sdo degradadas
simultaneamente e a deslignificacdo, na qual a lignina e as hemiceluloses sao
removidas antes da celulose. A ocorréncia desses tipos de decomposicdo vai
depender das espécies ou de linhagens entre as espécies. Pode ocorrer de uma
Unica espécie decompor material vegetal das duas formas (KIRK & CULLEN, 1998).
As espécies causadoras de podriddes-brancas tém habilidades enzimaticas Unicas
em degradar seletivamente ou simultaneamente a lignina para liberar os poli
carboidratos fermentaveis a decomposic¢éo enzimatica (KUES, 2015).

Os fungos da podriddo branca sdo aerdbios obrigatorios e sua nutricdo ocorre
através da combustéo bioldgica da madeira e materiais associados e se utilizam do
oxigénio molecular como aceptor terminal de elétrons (DURAN & ESPOSITO, 2000;
KIRK & CULLEN 1998; AGUIAR & FERRAZ, 2011). Por apresentarem
inespecificidade quanto ao substrato, esses organismos sdo passiveis de adaptar-se

aos mais diversos substratos. Por isso, podem ser utilizados como ferramenta
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biolégica ideal para o tratamento de ambientes contaminados e/ou poluidos por
residuos ou subprodutos industriais, utilizando-os como substrato.

Devido a presenca de um potente sistema enziméatico, os fungos de podridao
branca atuam na despolimerizagéo da estrutura da lignina (KIRK & FARREL 1987).
A composi¢do molecular de uma planta varia entre os tipos de células, tecidos e
espécies. As paredes das células vegetais sdo compostas de lignina que confere
resisténcia mecénica a estrutura da planta. Celulose e hemicelulose comp&em toda
a biomassa e estao firmemente unidas as moléculas de lignina através de ligacdes
covalentes e hidrogenadas que tornam a estrutura extremamente forte e
recalcitrante. A biomassa lignocelulosica € composta principalmente de celulose (38—
50%), hemicelulose (23-32%) e lignina (12-25%). A parede primaria da planta €
composta por fibrilas de celulose, hemicelulose e proteina com grande quantidade
de pectina formando uma matriz viscosa que serve de cimento a parede. Essa
composicao confere a planta protecdo contra patégenos e umidade, além da rigidez
e sustentacdo que auxiliam no desenvolvimento da planta (EVANS & HEDGER,
2001; CHRISTOPHER et al. 2014; PONNUSAMY et al. 2019).

A lignocelulose € um complexo compacto e cristalino composto de
polissacarideos que formam microfibras densamente embaladas em camadas de
lignina, que os protege contra a atividade de enzimas hidroliticas, umidade,
substancias externas, degradacdo microbiana além de atuarem como
estabilizadores do complexo estrutural (LEONOWICZ et al. 1999; FARINAS, 2011).

A celulose é o principal e mais abundante composto vegetal na natureza. E
um homopolissacarideo nao-ramificado constituido unicamente por moléculas de
glicose unidas entre si por ligacBes glicosidicas do tipo B-1,4. As moléculas
individuais de celulose estao dispostas em feixes conhecidos como microfibrilas que
parecem estar emaranhados em uma matriz de hemiceluloses e lignina. As
hemiceluloses, em associacdo com a celulose, influenciam na organizacdo da
lignina (KIRK & CULLEN, 1998). Devido a configuracdo espacial alternada das
ligacBes glicosidicas, a unidade de repeticdo da celulose é um dissacarideo, a
celobiose. Duas unidades de glicose adjacentes formam uma ligacdo glicosidica
através da eliminacdo de uma molécula de 4gua (KIRK & CULLEN, 1998; FARINAS,
2011). As pontes de hidrogénio intra e intermoleculares formadas entre as longas
cadeias de celulose originam as microfibrilas de celulose, que formam um conjunto

de agregados insoltveis em agua (FARINAS, 2011). A celulose € hidrolisada devido
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a acao sinérgica de pelo menos trés classes de enzimas: as endoglucanases, as
exoglucanases e as B-glucosidases ou celobiases. As endoglucanases tém acéo
randémica, causando mudanca rapida no grau de polimerizacéo através da hidrélise
das ligacdes glicosidicas B-1,4 intramoleculares da cadeia de celulose. A
exoglucanase € ativa sobre celulose cristalina, liberando celobiose a partir dos
terminais da cadeia. Ja a celobiose hidrolisa ligacfes glicosidicas p-1,4 da molécula
de celobiose e de pequenos oligossacarideos, com liberacdo de glicose (ZHANG et
al. 2016).

A lignina representa 0 maior recurso organico renovavel na Terra, mas
também um dos mais recalcitrantes a degradacgdo (KUES, 2015). Sendo o segundo
componente mais abundante de todos os materiais organicos reciclados no planeta,
representa a biomassa lignocelulésica de aproximadamente 15-25% do material
vegetal (NGUYEN, 2018; PONNUSAMY et al. 2019). O termo "lignina" é derivado da
palavra latina "Lignum", que significa madeira e representa substancias incrustantes
de celulose nas paredes celulares das plantas. O primeiro modelo foi proposto por
Adler em 1957 e 0 esquema compreende 16 unidades de fenilpropano que juntou-se
com ligagbes C-O-C ou C-C (KIRK & FARREL, 1987; LEONOWICZ et al. 1999).

Geralmente, ha material vegetal que contém mais lignina que outros. Como
por exemplo, a madeira macia que € composta de aproximadamente 25% a 35% de
lignina, enquanto que as folhosas contém 20% a 25%. Por ser um polimero
hidrofébico, a lignina impede a entrada de agua na planta evitando o acumulo
excessivo de dgua (CHRISTOPHER et al. 2014).

A lignina esta concentrada em tecidos relacionados com conducéo de solutos
e suporte mecanico e representa um conjunto de polimeros amorfos, de alto peso
molecular e muitas ligacbes cruzadas. Apresenta natureza quimica diferente dos
carboidratos, sendo caracterizada por uma estrutura aromatica composta de
unidades fenilpropandides denominadas por monoligndis que estdo conectadas
através de ligacdes C-C e C-O com grau variavel de metoxilacdo. As unidades
monomeéricas precursoras da lignina sdo hidroxilas fendlicas dos alcodis trans-p-
cumarilico, trans-coniferilico e alcool trans-sinapilico unidos entre si, com 0s
polissacarideos da parede celular, por ligacdes covalentes do tipo éter ou éster que
sdo extremamente dificeis de degradar. Todas as caracteristicas atribuidas a lignina

a tornam um dos Unicos biopolimeros mais recalcitrantes de ocorréncia natural
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(KIRK, 1971; KIRK & CULLEN, 1998; WONG, 2009; FARINAS, 2011,
CHRISTOPHER et al 2014; KAMIMURA et al. 2018; XU et al. 2021).

Geralmente, a lignina é degradada por combustédo enzimética na presenca de
02 (KIRK, 1971; BOUACEM et al. 2018) e a quebra do polimero € iniciada pela acédo
de um Unico elétron que produz radicais catibnicos aromaticos na sua estrutura.
Estes, entdo, funcionam em reac6es ndo enzimaticas promovidas por radicais que
rompem a molécula de lignina. Esse processo leva a oxidacdo inespecifica da
lignina em produtos aleatérios de baixo peso molecular, que ficam entdo disponiveis
para mineralizacdo por fungos ou bactérias (KIRK & CULLEN, 1998; WONG, 2009;
BOUACEM et al. 2018).

Na natureza, a lignina pode ser descompactada por meio de dois estagios:
despolimerizacdo e/ou mineralizagdo dos compostos aromaticos. Os dois processos
podem ocorrer pela atuacdo de enzimas oxidativas, como peroxidases e lacases,
secretadas por fungos da podriddo branca e produzidas por certas bactérias que
atuam como degradadores primarios (KIRK, 1971). Os fungos de podriddo branca
S0 0s precursores majoritarios da mineralizacdo da lignina convertendo-a em agua
e gas carbbnico, o que os torna os organismos mais eficientes na degradacéao da
lignina (KIRK & FARREL 1987).

A lignina ndo atua como substrato de crescimento para os fungos, entretanto
a degradacao ocorre por meio de um mecanismo oxidativo aleatorio. Dessa forma,
os fungos utilizam uma fonte alternativa de carbono, denominada co-substrato que
precisa estar disponivel no ambiente. Alguns componentes da madeira podem servir
como co-substrato, como por exemplo, o xilano, a celulose e os carboidratos. A
transformacdo de celulose ou hemicelulose isolada em monossacarideos é um
processo relativamente simples. Geralmente, fungos lignoceluliticos usam um
complexo de hidrolases capazes de produzir monossacarideos em grandes
guantidades. No entanto, quando esses componentes ocorrem em um complexo
com lignina (Fig 3), sdo resistentes a decomposicao hidrolitica, pois a lignina parece
inibir a atividade hidrolitica e mecanismos oxidativos podem atuar na decomposicao
(LEONOWICZ et al. 1999).
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Figura 3 — Esquema da férmula estrutural da
ligninaFonte: Kirk & Farrel (1987).

A degradacédo da lignina ocorre devido a atuacdo de um sistema enzimatico
oxidativo, extracelular e inespecifico. Estudos indicam que a degradacao da lignina
estad associada a producéo de fenoloxidase. Esse fato foi observado por Glenn e
Gold (1985) quando investigavam a degradacdo da lignina por Phanerochaete
chrysosporium e descobriram a atuacdo da manganés peroxidase. Portanto,
enzimas ligninoliticas envolvidas na degradacdo de lignina, geralmente, sao
pertencentes a classe das oxidorredutases que removem atomos de hidrogénio
adicionando &atomos de oxigénio a reacdo. Essas enzimas comumente sao
inespecificas, capazes de oxidar inUmeros tipos de substratos e podem ser
amplamente utilizadas nos mais diversos setores industriais, tais como os téxteis, 0
de alimentos e bebidas, papel e celulose, farmacéutico, cosméticos,
nanobiotecnologia e biorremediacdo (DASHTBAN et al. 2010; LEGERSKA et al.
2016; RODRIGUEZ-COUTO, 2017; AKHTAR & MANNAN, 2020).

As principais enzimas envolvidas, direta ou indiretamente, no processo de
oxidacdo da lignina, em sua maioria, pertencem ao complexo fenoloxidases que
inclui as lacases, tirosinases, lignina peroxidase e manganés peroxidase, tendo
como principais produtores os fungos causadores de podridéo branca (KIRK, 1971,
MARTINKOVA et al. 2016). Algumas dependem de peréxido de hidrogénio (H202)

para serem ativadas, como a manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13), a lignina
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peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14) e a peroxidase versatil (EC 1.11.1.16). Enquanto a
lacase (Lac, EC 1.10.3.2) utiliza oxigénio como aceptor (SAITO et al. 2018). Ha
evidéncias de que todas essas enzimas podem atuar com mediadores de baixo peso
molecular para oxidar a lignina (KIRK & CULLEN, 1998).

As fenoloxidases pertencem as metaloproteinas e estdo descritas em dois
subgrupos, um que contém as enzimas dependentes de peréxido (LiP e MnP) para
atividade cataliica e o0 subgrupo das lacases, que sdo cuproproteinas
independentes de perdxido (KIRK & CULLEN, 1998; AGUIAR & FERRAZ, 2011). A
producédo de polifenoloxidases por fungos de podriddo branca foi constatada por
Bavendamm (1928) quando foi observado o aparecimento de zonas de difuséo
marrons em placas de agar quando suplementado com 0,5% (p/v) de acido galico ou
acido tanico. Bavendamm concluiu que as zonas de difusdo formadas eram
resultante da oxidacédo do acido fendlico por oxidases extracelular ou intracelular.
Desde entéo, o resultado do experimento tem sido utilizado como teste de deteccéo
de producao de fenoloxidases (DAVIDSON et al. 1938).

Embora estas enzimas sejam comumente produzidas por fungos causadores
de podriddo branca, ha espécies que produzem somente uma, duas ou as trés
enzimas simultaneamente. Entretanto, os fungos causadores de podridao parda séo
conhecidos como nao produtores de fenoloxidases (AGUIAR & FERRAZ, 2011).

A lacase foi descoberta pela primeira vez no século XIX em Rhus vernicifera.
Atualmente, se sabe que a presenca da enzima faz parte da composicdo de
espécies de plantas superiores, bem como de bactérias, fungos e insetos.
Entretanto, as lacases podem oxidar uma variedade de substratos, contendo
compostos aromaticos e ndo aromaticos, degradando-os em componentes menores
gue ajudam a reduzir o oxigénio molecular em agua, as de origem fungica estao
entre as mais estudadas, principalmente as produzidas por fungos de podridao
branca (CHRISTOPHER et al. 2014; YANG et al. 2015; ZERVA et al. 2019; AN et al.
2021).

A lacase (E.C. 1.10.3.2) é uma oxiredutase que atua em difenois e utiliza o
oxigénio como aceptor. Caracterizada como uma glicoproteina polifenoloxidase que
contém cobre no seu sitio ativo e catalisa a redugéo de quatro elétrons de oxigénio
molecular (O2) a agua (H2-0) com oxidacdo de substratos fendlicos e ndo fendlicos
(ADAM et al. 1999; BALDRIAN, 2006; MUGDHA & USHA, 2012). A catéalise de

substratos fendlicos e compostos de lignina por lacase ocorre via transferéncia de
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um elétron, conduzindo a geracdo de radicais fenoxila, que podem ser convertidos a
quinonas (LEONOWICZ et al. 2001; DE MENEZES et al. 2009). Estudos indicam a
lacase como o mais simples membro de um grupo de proteinas contendo quatro
atomos de cobre na molécula, o que sugere que a enzima tem uma estrutura com
trés sitios ativos (PINKOSKI, 1997).

A enzima apresenta diversas funcdes, tais como a biodegradacao da lignina,
formacdo de pigmentos em esporos de fungos e patogénese em plantas. Além
disso, podem atuar como fator de viruléncia em fungos, no metabolismo do ferro e
no escurecimento do grao em plantas. Industrialmente, as lacases, geralmente, sao
utilizadas em processos de polpacdo e branqueamento de pasta celuldsica. A
utilizacdo da enzima reduz a quantidade de componentes utilizados no processo,
bem como os residuos téxicos resultantes (AGUIAR & FERRAZ, 2011;
LEGERSKAet al. 2016).

A manganés peroxidase (MnP) (E.C. 1.11.1.13) é uma enzima extracelular
comum nos fungos causadores de podriddo branca. E uma glicoproteina que tem
como grupo prostético o ferro protoporfirinico 1X que depende de peroxido de
hidrogénio (H20) para ser ativado. Seu ciclo catalitico é semelhante ao da lignina
peroxidase, porém o Mn?* atua como doador de elétrons para gerar o composto |
(SUNDARAMOORTHY et al. 1997; BARRETO & DE MENEZES, 2015). O ciclo
cataliico do MnP prossegue através de uma oxidacdo inicial pelo H.O2 a um
composto intermediario que, por sua vez, promove a oxidagdo do Mn?* a Mn3*. O
Mn3* é estabilizado pelo acido organico, e o complexo de &cido organico Mn3*
formado atua como oxidante ativo (CHENG et al. 2007).

A enzima lignina peroxidase (E.C. 1.11.1.14) é uma glicoproteina composta
por 20-30% de acucar, possui ferro como grupo prostético e € dependente de H20>
para iniciar a catalise. A enzima é produzida extracelularmente durante o
metabolismo secundario do fungo, pela escassez de substrato (BARRETO & DE
MENEZES, 2015). Descoberta em 1984, em culturas de Phanerochaete
chrysosporium (TIEN & KIRK, 1984), a lignina peroxidase apresenta faixa de pH 3,0
considerado 6timo para atividade enzimatica.

As enzimas lignoliticas produzidas por fungos sdo de interesse econémico,
ecolégico e industrial, devido a eficiéncia em degradar compostos complexos. A
lignina € um dos biopolimeros mais recalcitrantes na natureza. Assim, se os fungos

de podridao branca podem descompactar um aglomerado complexo como a lignina
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(Fig 3), também podem atuar em poluentes recalcitrantes especificos e mineralizar
moléculas complexas a CO2 e H20, possibilitando entdo um melhor resultado no
tratamento, sem deixar residuos toxicos (DURAN & ESPOSITO, 2000; GIANFREDA
& RAO, 2004).

Espécies fungicas coletadas em florestas tropicais apresentam capacidade de
biorremediacdo ainda melhores comparados a organismos de origem temperada
atualmente estudados, exibindo mais tolerAancia a temperatura e ambientes
especializados (EVANS & HEDGER, 2001).

3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho de pesquisa foi realizado no Laboratério de
Basidiomycota (LabB), Laboratério | do PPG Biologia de Fungos, Laboratério de
Biotecnologia (Biotec) localizados no Departamento de Micologia e no Laboratério
de Microbiologia Ambiental e Industrial (LAMAI) localizado no Departamento de

Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.

3.1 FUNGOS UTILIZADOS

Foram utilizados 145 espécimes provenientes de coletas realizadas entre os
anos de 2010 a 2014 em ambientes arboreo-arbustivos do Norte e Nordeste do
Brasil. Fragmentos dos espécimes foram mantidos em tubos de 1,5 mL a 4°C e
depositados no Banco de Fragmentos do Departamento de Micologia da UFPE
(BDNA) do Laboratorio de Basidiomycota do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco.

O material foi previamente identificado morfologicamente por taxonomistas do
Laboratério de Basidiomycota do Departamento de Micologia e posteriormente
confirmado por sequenciamento das regides ITS e LSU, seguindo o usual para este
grupo (GOMES-SILVA et al. 2010; VERMA et al. 2018; XAVIER et al. 2020).

3.2 CULTIVO E MANUTENCAO DAS LINHAGENS

Fragmentos do basidioma foram assepticamente tratados utilizando uma

solucdo de hipoclorito de sédio a 3%, por um minuto e enxaguado com agua



destilada autoclavada e transferidos para tubos contendo agar Saboraud acrescido
de cloranfenicol (100 mg/mL). Os tubos foram incubados em temperatura ambiente
(x28°C) por um periodo de 7 a 12 dias ou até o desenvolvimento do micélio
(CAVALCANTI, 1972, STALPERS, 1978). ApGs o crescimento micelial, os cultivos
foram repicados em meio seletivo para deteccao de enzimas fenoloxidases. Todo o

experimento foi realizado em triplicata.

3.2.1 Testes qualitativos de deteccao de fenoloxidases

A selecdo qualitativa foi determinada pelo teste de Bavendamm que
possibilitou reconhecer espécimes produtores de fenoloxidases (DAVIDSON et al.
1938). Blocos de gelose do micélio com 5 mm de diametro foram retirados das
bordas de colonias com 5 dias de crescimento e transferidos para placas de Petri
contendo 10 mL de meio extrato de malte (15 g/L), agar (20 g/L) e acido tanico (5
g/L). O material foi incubado e verificado a formac¢do de halo marrom, considerado
como reacdo positiva para producdo de fenoloxidases (NOBLES, 1965). Todo o
procedimento foi realizado em triplicata. A deteccdo de enzima foi mensurada
mediante a relacdo do didametro médio do halo de degradacdo e o diametro médio
da coldnia, denominado indice enzimatico. O halo foi aferido com paquimetro digital
em milimetros (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975; DA SILVA et al. 2019). O indice
Enzimatico (IE) foi calculado pela formula: IE=Diametro do halo / Diametro da coldnia

O valor do indice Enzimatico (IE) corresponde a média de 3 repeticdes.

3.2.2 Ensaios de descoloracédo do indigo carmim em meio liquido

O corante indigo carmin foi obtido comercialmente da empresa Sigma (Sigma-
Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA Aldrich) e utilizado na concentragéo de
50 mg/L. O experimento foi realizado em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo
50 mL de meio Kirk sem esterilizacdo (KIRK & FARRELL, 1987) acrescido de 5
discos de micélio fungico (0,5 mm de diametro). Os frascos foram mantidos por 5
dias a + 28°C sob condicéo estatica. Aliquotas de 2 mL foram retiradas do caldo e
centrifugadas a 1500 rpm por 15 min a 4°C. A porcentagem de descoloragéo foi
mensurada em espectrofotbmetro (HITACHI U.5100) no comprimento de onda de

640 nm. Como controle, foi utilizado meio Kirk acrescido do corante sem inéculo
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fungico. Todo o experimento foi realizado em triplicata. O percentual de
descoloracéo foi calculado de acordo com a formula (1), na qual D% = porcentagem
de descoloracdo, AbsTO = absorbancia inicial e AbsTx = absorbancia considerando
o tempo. O caldo descolorido foi utilizado para quantificar a producado das enzimas

lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase.

3.2.3 Ensaio quantitativo de deteccdo das enzimas Lac, LiP e MnP em meio liquido

A quantificacdo enzimética foi realizada em meio liquido. Cinco blocos de
gelose com 3 mm de didmetro do cultivo com 5 dias de crescimento foram
transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio Kirk
modificado, obtido a partir 0,1 g de extrato de levedura; 0,2 g de KH2POg4; 0,05 g de
MgSOg4; 0,016 g de MnSO4 e 0,049 g CuSO4 p/L (YAMANAKA et al. 2008). Os
frascos foram incubados a 28°C por 5 dias sob condi¢ao estatica. Aliquotas de 2 mL
foram retiradas do caldo e centrifugadas a 1000 rpm a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado nos testes quantitativos de atividade para as enzimas

lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase.

3.3 DETECCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE

A atividade da lacase foi determinada pelo monitoramento da oxidacdo de
uma solucado de ABTS [(2.2’-azino-bis-3-etilbentiazolina-6-sulfénico)] a 1 mM. Foram
utilizados 0,3 mL de tampao citrato-fosfato 50 mM (pH 5,0), 0.1 mL de agua e 0.5 mL
de extrato. A reacado foi monitorada em intervalo de 10 s e 5 min através da leitura
de absorbéancia em comprimento de onda de 420 nm em espectrofotdmetro
(HITACHI U.5100). A atividade foi calculada com base na absortividade molar do
ABTS (¢420nm = 36.000 M -1. Cm-1). Uma unidade de atividade enziméatica foi
definida como 1 pumol do produto formado por minuto (BOURBONNAIS et al. 1997).

3.3.1 Deteccéo da atividade enzimética de lignina-peroxidase

A atividade de lignina peroxidase foi determinada através da oxidacdo da
mistura composta por 0,22 mL de acido tartarico 50 mM em pH 2,5; 0,2 mL de alcool
veratrilico 10 mM, 0,8 mL de perdoxido de hidrogénio 5 mM e 0.5 mL de

extrato
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enzimatico. A reacdo foi monitorada em espectrofotdmetro (HITACHI U.5100) em
comprimento de onda de 310 nm (¢310nm = 9.300 M -1. Cm-1). Uma unidade de
atividade enzimatica foi considerada como a quantidade de enzima capaz de

catalisar a formacéo de 1umol do produto por minuto (TIEN & KIRK, 1984).

3.3.2 Deteccdo da atividade enziméatica de manganés-peroxidase

A atividade de manganés-peroxidase foi determinada pela oxidacdo de 0,5
mL de vermelho de fenol a 0,1% (a dissolu¢cdo do vermelho de fenol em agua foi
feita pelo ajuste continuado do pH em 7,4) em 1,5 mL de tamp&o succinato de sodio
20 mM (pH 4,5), 1,5 mL de lactato de sédio 50 mM, 0,25 mL de albumina 1%,
0.5mL de MnSO4 1 mM, 0,5 mL de extrato e 0,25 mL de peréxido de hidrogénio 2
mM. Em intervalos de 1 a 5 minutos, foi retirado 1 mL da mistura contida no tubo de
ensaio e adicionado 65 pL de hidroxido de sédio 6,5 M para interromper a reacéo e
medir a absorbéancia em 610 nm no espectrofotdmetro. A atividade enzimatica foi
calculada com base na absortividade molar do vermelho de fenol oxidado (€610nm =
22.000 M -1. Cm-1). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como 1 pumol
do produto formado por minuto (KUWAHARA et al. 1984). Todo procedimento foi

realizado em triplicata e o resultado foi a média entre as repeticoes.

4 RESULTADOS

4.1 FUNGOS UTILIZADOS

Dos 145 espécimes, 18 espécimes foram purificados e 12 foram depositados
na Colecéo de Cultura do Departamento de Micologia (Micoteca URM) (Tab.1). Dos
18 espécimes, 10 apresentaram o0s melhores resultados no teste qualitativo de
deteccdo de fenoloxidases (Tab. 2, Fig. 4, Apéndice A) e, destes, foram realizadas
analises moleculares. As sequéncias geradas foram depositadas no GenBank (Tab.
1).

Tabela 1 — Espécies de Agaricomycetes depositadas na Micoteca URM e as sequéncias geradas de
ITS e LSU depositadas no GenBank.
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Espécimes Micoteca (M)/Herbario ITS LSU
(H)
Amauroderma praetervisum URM (M) 8353 - -
(Pat.) Torrend
Datronia caperata (Berk.) URM (H) 90338 - -
Murrill
Fuscoporia cf. scruposa URM (H) 87880 - -
(Mont.) Gibertoni & Oliveira-
Filho
Fuscoporia semiarida Lima- URM (H) 87879 - -
Junior, CRS de Lira &
Gibertoni
Hexagonia papyracea Berk. URM (M) 8114 - -
Perenniporia centrali-africana URM (M) 8115 MW578792 MW553716
Decock & Mossebo
Perenniporia centrali-africana URM (M) 8352 MW578793 MW553717
Decock & Mossebo
Phlebia ludoviciana (Burt) URM (M) 8112 MW578799 MW553722
Nakasone & Burds.
Pleurotus djamor (Rumph. Ex URM (M) 8113 MW578801 MW553723
Fr.) Boedijn
Polyporus aff. thailandensis URM (M) 8351 MW578794 -
Sotome
Polyporus arcularius (Batsch) URM (H) 89702 - -
Fr.

Polyporus philippinensis Berk. URM (H) 87927 - -
Schizophyllum commune Fr. URM (M) 8116 - -
Schizophyllum commune Fr. URM (M) 8349 MW578796 MW553719
Schizophyllum commune Fr. URM (M) 8020 MW578800 -

Trametes lactinea (Berk.) URM (M) 8350 MW578797 MW553720
Sacc.

Trametes lactinea (Berk.) URM (M) 8354 MW578798 MW553721
Sacc.

Trametes villosa (Sw.) Kreisel URM (M) 8022 MW578795 MW553718

Fonte: A autora (2022).

4.2 TESTES QUALITATIVO DE DETECCAO DE FENOLOXIDASES



Dezoito espécimes foram purificados e apresentaram halo ambar, indicativo
de producédo de enzimas pertencentes ao complexo fenoloxidases. Os melhores
resultados do teste de fenoloxidase (Tab.l), 10 linhagens, foram utilizados nos
testes de descoloracédo e deteccdo de enzimas (Tab. 2, Apéndice A). O valor do

indice Enzimatico (IE) corresponde a média de 3 repeticdes.

Tabela 2.Deteccéo de presenca de fenoloxidases nas espécies de Agaricomycetes e indice
enziméatico (IE) dos espécimes utilizados

Espécies Diametro (mm) IE

Colbnia Halo
Amauroderma praetervisum URM 8353 20 30 15
Datronia caperata URM 90338 15 20 11
Fuscoporia cf. scruposa URM 87880 28 30 1,0
Fuscoporia semiarida URM 87879 17 22 1,3
Hexagonia papyraceaURM 8114 14 15 1,0
Perenniporia centrali-africana URM 8115 8 10 1,2
Perenniporia centrali-africana URM 8352 12 14 11
Phlebia ludoviciana URM 8112 18 30 1,6
Pleurotus djamor URM 8113 20 20 1,0
Polyporus aff. thailandensis URM 8351 28 30 1,0
Polyporus leprieuriURM 86339 28 30 1,0
Polyporus philippinensis URM 87927 54 60 11
Porogramme albocincta URM 89783 42 42 1,0
Schizophyllum commune URM 8020 13 15 11
Schizophyllum commune URM 8116 15 18 1,2
Schizophyllum commune URM 8349 17 20 11
Trametes lactinea URM 8350 40 70 1,7
Trametes lactinea URM 8354 40 60 1,5
Trametes villosa URM 8022 40 66 1,6

Fonte: A autora (2022).
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De acordo com a literatura, o indice enzimatico satisfatério € de IE = 2,00
(OLIVEIRA et al. 2006). Entretanto, Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) concluiram,
em seus estudos, que o valor do indice enzimatico ndo foi um parametro adequado
de avaliacdo na tentativa de comparar atividades entre diferentes linhagens, mas
gue seria uma medida Util para selecionar linhagens de uma mesma espécie ou
como um parametro simples e rapido para selecionar mutantes produtores de
enzimas pertencentes ao complexo (AUER et al. 2014). Os resultados do presente
estudo corroboram com a afirmacdo de Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), pois,
apesar dos valores do indice enzimatico estar abaixo de 2,0, houve a formacdo do
halo, comprovando a producdo de enzimas pertencentes ao complexo
fenoloxidases. O verso e o reverso dos espécimes a: URM 8020, b: URM 8113 e c:

URM 8350 apresentaram formacao de halo indicativo a producédo de fenoloxidases
(Fig.4).

Fig. 4 Verso e reverso da formacéao do halo de deteccéo a producao fenoloxidases: a URM
8020; b URM 8113 e ¢ URM 8350

Fonte: Autora (2022).

4.3 ENSAIOS DE DESCOLORACAO DO INDIGO CARMIM EM MEIO SOLIDO E
LIQUIDO

Onze isolados demostraram capacidade de descoloracdo do indigo carmim,
com percentuais entre 56% a 96% (Tab. 3, Apéndice A), nas condi¢cdes do

experimento. Os percentuais observados s&o similares aos encontrados em estudos



de selecao de linhagens promissoras para degradacdo de corantes sintéticos
(NOVOTNY et al. 2001; SATHIYA et al. 2007; LYRA et al. 2009; YUAN et al. 2012;
CHOI 2021).

Tabela 3 - Percentual de descoloracdo do indigo carmin em meio liquido por 5 dias.

Linhagens URM %D
Datronia caperata 90338 60,00%
Perenniporia centrali-africana 8115 79,00%
Phlebia ludoviciana 8112 56,00%
Pleurotus djamor 8113 76,00%
Polyporus aff. thailandensis 8351 72,00%
Polyporus philippinensis 87927 78,00%
Schizophyllum commune 8349 78,00%
Schizophyllum commune 8116 82,00%
Trametes lactinea 8350 81,40%
Trametes lactinea 8354 85,09%
Trametes villosa 8022 96,11%

Fonte: A autora (2022).

4.3.1 Género Datronia

O isolado de D. caperata apresentou percentual de descoloracdo de 60%
(Tab. 2), entretanto, abaixo dos outros Agaricomycetes e proximo aos resultados
observados em outros trabalhos relacionados ao género. Tekere et al. (2001)
obtiveram resultados de descoloracao utilizando D. concentrica frente aos corantes
azul dextrano (AD), violeta cristal (VC), azul de bromofenol (AB) e vermelho cresol
(VCr3). Os autores utilizaram uma escala de magnitude de 0-5 para determinar a
intensidade de descoloracao das linhagens testadas, os resultados obtidos foram
AD-3; VC-2; AB-5 e VCr-3. Lyra et al. (2009) observaram resultados similares
quando testaram uma linhagem de D. caperata para descoloracdo do azul de
bromofenol (61,7%). Outros corantes também foram testados utilizando a mesma
linhagem e os percentuais observados foram de 74,3% azul de metileno, 20,3%
vermelho do congo, 14,1% laranja de metila, 19,7% verde de metila. Abrah&o et al.
(2008) testaram o caldo enzimatico de D. caperata SP381992 para descoloracédo do
laranja Il e obtiveram os percentuais de 1,5% na 12 hora de experimento, 8,2% em
7h, 14,5% em 24h e 27,1% em 48h. Os autores atribuiram a descoloracdao a

atividade e producéo das ligninases LiP (6,2 UmI") e MnP (6,2 Uml') observadas no



experimento em estado soélido tendo o farelo de trigo como substrato. Datronia sp. foi
utilizada para descoloragdo dos corantes reativos (RBBR) e Reactive Black 5 (RB5)
e o percentual observado foi de 86% para RBBR e 88,01% para RB5 no sétimo dia
de experimento (VAITHANOMSAT et al. 2010). Apesar dos poucos relatos de
estudos para descoloragdo de corantes utilizando espécies do género Datronia, 0os
resultados até entdo observados, evidenciam a capacidade das linhagens utilizadas,
enquanto trabalhos constatam a producdo de Lac e MnP por espécies de Datronia
(TEKERE et al. 2001; VAITHANOMSAT et al. 2010).

4.3.2 Género Polyporus

As espécies Polyporus também sdo pouco estudadas para a remocgao de
corantes. Os resultados obtidos para P. philippinensis e P. aff. thailandensis,
provavelmente, sdo os primeiros relatos para o Brasil e para o mundo, até o
momento, em testes de descoloragao de corante utilizando essas espécies.

Chander e Arora (2005) testaram P. sanguineus para descoloragao Poly R-
478. Dayaram e Dasgupta (2008) verificaram que o caldo enzimatico de P. rubidus
descoloriu 70 a 100% dos corantes Remazol azul reativo, laranja reativo e preto em
oito dias. Lucas et al. (2008), testaram a capacidade de descoloracao de P. brumalis
e obtiveram um percentual de descoloracédo de 52,2% frente a cinco corantes azo e
dois corantes de antraquinona, enquanto Hadibarata e Nor (2014) observaram que
Polyporus sp. S133 descoloriu o corante de amaranto em 72 h. Przystas et al. (2018)
utilizaram uma linhagem de P. picipes, que foi capaz de descolorir quase
completamente os corantes verdes e azuis Evans entre 24 e 48 h. Wehaidy et al.
(2018) descobriram que o extrato enzimatico bruto de P. durus descoloriu 100% do
azul reativo 19, azul acido 225 e violeta reativo 5 ap6s 90 min de incubacdo. No
entanto, P. sanguineus, P. rubidus e P. durus pertencem atualmente ao género
Polyporus, enquanto a identidade de Polyporus sp. ndo pode ser confirmada,
demonstrando a necessidade de atualizagcdo taxonémica desses isolados. O caldo
enzimatico de P. tenuiculus SP381977 foi testado para descoloracao do laranja Il em
sistema sélido de fermentacdo. O percentual de descoloracdo observado em 1h foi
de 1,7%, em 7 h 5,3%, em 24h 6,4% e em 48h 7%. A descoloracao foi atribuida a
producao de lacase, que foi de 235,3 U ml-'. Sobre a produgéo de enzimas diversos

trabalhos relatam a producédo de enzimas por espécies de Polyporus (VARES et al.
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1994; KIM et al. 2012; NAKADE et al. 2013; RYU et al. 2013; SERGENTANI et al.
2016).

4.3.3 Género Pleurotus

Trabalhos anteriores demonstram a capacidade representantes do género
para descoloracdo de corantes (NOVOTNY et al. 2001; SATHIYA et al. 2007;
KUMJADIA et al. 2016; AKPINAR & UREK 2017). Os resultados encontrados (Tab.
3, Fig. 5), corroboram com os da literatura citada. A linhagem testada no presente
trabalho apresentou crescimento consideravel em meio de -cultivo contendo

corante(Fig. 5), o que evidencia a adaptabilidade da linhagem ao substrato.

Fig. 5 Pleurotus djamor: a:detec¢ao de fenoloxidases em meio acido tanico; b: crescimento em placa
com indigo carmim; c: formagao de halo em acido galico
Fonte: Autora (2022).

4.3.4 Género Phlebia

O resultado para descoloragao para linhagem de P. ludoviciana (Tab. 3) foi
considerado satisfatério diante das condi¢cées do experimento e comparado a outros
trabalhos que utilizaram linhagens do género. Kirby et al. (2000) relataram que a
lacase de P. tremellosa descoloriu oito corantes téxteis apresentando percentual de

96% em 14 dias sob condigao estatica. P. radiata descoloriu o corante



antraquindnico Basic Blue 22 (Cl 61512) em cinco dias de experimento (JAROSZ-
WILKOLAZKA et al. 2002).

Lucas et al. (2008) testaram varias espécies do género quanto a capacidade
de descoloragdo de cinco corantes azo, dois corantes de antraquinona e uma
mistura de corantes durante trés dias de incubagdo em microplacas. A capacidade
de descoloracado observada foi de: P. livida 24,99%; P. ludoviciana 38,22%; P.
radiata 24,93%; P. subcalcea 21,64%; P. subochracea 48,22%; P. subserialis
65,15%. Chander e Arora (2014) observaram um percentual de descoloragédo de
57% para P. brevispora e 60% para P. floridensis em testes utilizando o corante Poly
R-478 no oitavo dia de experimento. Kumar et al (2018) testaram P. acerina para
descoloragao de vermelho congo e preto de eriocromo. O isolado apresentou um
percentual de descoloracao de até 92,4% para o vermelho congo e um maximo de
50% de descoloragao do preto de eriocromo. Das espécies testadas nestes estudos,
varias ndo mais pertencem ao género Phlebia, sendo necessaria revisdo taxonémica
para melhor identificacdo desses isolados.

O percentual de descoloracdo observado no presente trabalho (Tab. 3) foi
similar aos percentuais observados por outros autores. A producdo de Lac é
apontada como principal fator de descoloragédo de corantes por espécies de Phlebia
(KIRBY et al. 2000; ARORA & GIL, 2001; ROBINSON et al. 2001; HERMANN et al.
2020).

4.3.5 Género Perenniporia

Os resultados aqui obtidos (Tab. 3) pela linhagem de P. centrali-africana
superaram o resultado observado por Lucas et al. (2008) em experimento de
descoloragcao de cinco corantes azo e dois corantes de antraquinona utilizando
espécies do género. Os resultados observados apresentaram percentuais de 61,9%
para P. tephropora, 59,5% para P. ochroleuca e 58,5 % para P. medulla-panis. Os
resultados foram observados apds trés dias de experimento. Perenniporia subacida
descoloriu o corante antraquinénico Basic Blue 22 (Cl 61512) apos oito dias de
experimento (JAROSZ-WILKOLAZKA et al. 2002).

4.3.6 Género Schizophyllum

Tang et al. (2011) observaram que Schizophyllum sp. F17 descoloriu 92,4%

de Vermelho Congo, 93,4% de Vermelho de Alizarina, 83,6% de Vermelho Neutro e



70,5% de Violeta apos 120h. Schizophyllum commune IBL-06 foi usado para
descolorir o corante vermelho brilhante solar 80. No estudo de triagem inicial, a
descoloracdo maxima foi de 84,8% em sete dias de experimento, sob agitagdo. Ao
otimizar a cultura, houve descoloragao de 100% em trés dias de experimento. Os
autores atribuem a descoloragdo com a formagcdo maxima de LiP (944 U/mL)
seguido pelas atividades de MnP e Lac (ASGHER et al. 2013).

4.3.7 Género Trametes

No presente estudo, foi observado que a linhagem de T. villosa testada
apresentou percentual de descoloragdo de 96%, enquanto T. lactinea apresentou
85% ao 59 dia de experimento em condicdo estdtica (Tab. 2, Apéndice A).
Resultados semelhantes foram observados por Machado et al. (2006) quando
testaram linhagem de T. villosa frente a 28 corantes reativos. Entretanto, diferente
dos resultados obtidos no presente estudo que ocorreu ao 59 dia, os autores
observaram que a linhagem de T. villosa descoloriu todos os corantes entre 0 72 e 0
212 dia, sob agitacao a 28 °C.

Couto et al. (2004) estudaram a descolora¢ao do corante indigo carmin por T.
hirsuta em biorreator de leito fixo e constataram a degradacao quase total do corante
em apenas trés dias. Estes atribuiram a descoloracdo do corante indigo carmin e a
producao da enzima lacase associada a outros mecanismos.

Sathiya et al. (2007) relataram que T. hirsuta removeu 56,6% do azul CA a 50
mg/L no 109 dia de incubacgao, enquanto Lucas et al. (2008) observaram percentual
de descoloracdo de 64.6% para T. versicolor, 53.4% para T. villosa e 62,5% para
Coriolopsis polyzona (= T. polyzona) quando as linhagens foram testadas com cinco
corantes azo e dois corantes de antraquinona.

Lyra et al. (2009) que T. membranacea foi capaz de remover 99,2% do azul
de bromofenol e 71,8% do azul de metileno no 10° dia de experimento sob agitacéo
e Grassi et al. (2011) que T. trogii BAFC 463 removeu 8% do indigo carmim na

primeira meia hora.
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Figura 6 — Descoloracdo do indigo carmim por Trametes villosa em 5 dias de experimento em
condigdo estatica.

Fonte: A autora (2022)

A capacidade de duas linhagens de T. versicolor em descolorir o corante azo
xilidina e o trifenilmetano verde malaquita foi avaliada por Diorio et al. (2021). Os
testes foram realizados em biorreator e, apos a primeira fase (100 min) foi atingido o
percentual de 73,5% de verde malaquita e 40% de xilidina, enquanto no final da
segunda fase (240 min) foi observada uma descoloracdo de 97% de verde malaquita
e 52% e xilidina.

Uribe-Arizmendi et al. (2020) obtiveram resultados em estudos utilizando T.
polyzona que descoloriu os corantes amaranto, azul denim e laranja G. Os
resultados obtidos indicam que T. polyzona possui alta eficiéncia descoloracao de
corantes téxteis, uma vez que a taxa de descoloracdo observada em todos os testes
foi maior que 90%.

Os resultados do presente trabalho (Tab. 3) foram melhores que alguns
referenciados, o que denota a eficacia das linhagens testadas.

Espécies de Trametes sdo bastante utilizadas em estudos de biorremediacéo,
talvez pelo fato das linhagens apresentarem um bom desenvolvimento em condi¢des
controladas de cultivo, devido a plasticidade e adaptabilidade desses organismos ao
substrato. Isso sugere que as linhagens desse género sdo uma provavel ferramenta

biologica a ser utilizada em larga escala

4.4 ENSAIO QUANTITATIVO DE DETECCAO DA LAC, LIP E MNP EM MEIO LIQUIDO

Para os testes de deteccdo de enzimas, 10 espécimes foram selecionados,
todavia, devido as condi¢Bes sanitarias imposta pela pandemia da COVID-19, o
teste de deteccdo enzimatica foi realizado em seis espécimes (Tab. 4, Apéndice A).

Em todos os espécimes testados, foi observada a producdo de Lac e MnP,
exceto em Perenniporia centrali-africana(URM 8115) em que foi detectada LiP,

sendo esta a Unica espécie em que foi observada a atuacdo da enzima. Um estudo



53
de Ben Younes et al. (2007) demonstrou que a lacase purificada de Perenniporia

tephropora apresentou resultado positivo para descoloracdo de corantes utilizados
nas industrias téxteis, incluindo rosa neolane, azul neolane e remazol azul brilhante
R (RBBR).

Tabela 4 — Detecc¢éo de lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase
(MnP).expressa em unidade de enzima por Litro(U/L); NR= teste de deteccao enzimatica ndo
realizado; (-) Ndo observado.

Linhagens URM Lac LiP MnP
Perenniporia centrali-africana 8115 NR 17,219 -
Pleurotus djamor 8113 2,10 - 14,349
Schizophyllum commune 8349 0,52 - 5,114
Trametes lactinea 8350 0,25 - 3,280
Trametes lactinea 8354 0,75 - 3,677
Trametes villosa 8022 27,80 - 3,408

Fonte: A autora (2022).

A producédo de enzima parece ter relacdo direta com a cepa utilizada, as
condi¢cBes de cultivo e o tipo de substrato (WESEMBERG et al. 2003; LEVIN et al.
2012; An et al. 2021). Mecanismos enzimaticos apresentam complexidade que
precisam ser elucidadas. Ha relatos de estudos em que nao foi observado e/ou
detectado atividade da Lip (LEVIN et al. 2004; RIGAS, 2006). Em testes de
descoloracdo para os corantes azo vermelho congo, Laranja G e Laranja IV, foi
possivel observar a atuacdo da MnP purificada de Schizophyllum sp. F17, entretanto
a atividade enzimatica para LiP foi pouco detectavel (CHENG et al. 2007). Asgher et
al. (2013) detectaram as enzimas LiP, MnP e Lac secretadas por S. commune IBL-
06 e relatam que a LiP apresentou valores de 507 U/mL, sendo a principal enzima
registrada, seguida por MnP e Lac. Irshad e Asgher (2011) observaram em S.
commune BL-06 a producédo de Lac, MnP e LiP em testes de otimiza¢do. Cheng et
al. (2007) detectaram MnP em S. commune F17. Os resultados aqui apresentados
(Tab. 4) foram similares aos dos trabalhos referenciados, comprovando a eficacia
das enzimas no processo de descoloracéo.

Estudos relatam a producdo de enzimas lignoliticas por espécies do género
Pleurotus. De Menezes et al. (2009) detectaram Lac e MnP em Pleurotus spp. Os
melhores resultados para Lac foram observados na linhagem Pleurotus sp
BCCB068, com 6,23 U/L no 15° dia, e na linhagem P.sajor-caju, com 3,52 U/L no 10°
dia de incubacdo, enquanto manganés peroxidase foi detectada em Pleurotus sp.
BCCBO068 (31.56 U/L) no 5° dia e 23,58 U/L e Pleurotus tailandia’ no 15° dia de
incubagdo. Zancan et al. (2015) detectaram Lac em linhagens de Pleurotus spp: a
linhagem P068 apresentou o maior valor de atividade obtida no dia 75, com 1,80 U/L
e a linhagem P00l a maior atividade detectada foi no 90° dia, com o valor de 1,90
U/L. Vale salientar que P. ‘tailandia’ nao existenas bases de dados (mycobank.org;



indexfungorum.org), sendo necessaria revisdo taxondmica para melhor identificacdo
deste isolado. Mallak et al. (2020) testaram a capacidade degradativa de P.
ostreatus e Trametes versicolor. Pleurotus ostreatus apresentou maior potencial e
atividade lignolitica que T. versicolor. An et al. (2021) observaram producdo de
lacase em P. pulmonarius, mas atividade de MnP néo foi detectada para a linhagem
testada nas condigbes do experimento. Souza et al. (2011) detectaram em P.
pulmonarius producéo de lacase quando testado para degradacao de pentaclofenol.
Os resultados obtidos em P. djamor para Lac e MnP (Tab. 4) sdo considerados
expressivos, tanto na quantidade de unidade de enzima produzida como no tempo
de producdo, quando comparados aos resultados da literatura. Em relacdo ao
género Perenniporia, Si et al. (2013) purificaram uma peroxidase de P. subacida que
apresentou capacidade em descolorir corantes. No presente estudo, 0 resultado
para LiP (Tab. 4) foi considerado muito bom e, até o momento, representa o primeiro
relato da producao desta enzima para a espécie no mundo.

Espécies do género Trametes sdo modelo de producdo de enzima em
diversos estudos (MACHADO et al. 2005; MECHICHI et al. 2006; COUTO 2009;
TAVARES et al. 2017; ORTIZ-MONSALVE et al. 2019; URIBE-ARIZMENDI et al.
2020; HAPUARACHCHI et al. 2021). Sergentani et al. (2016) observaram a
capacidade de producdo de enzimas celuloliticas, xenoliticas e lignoliticas em
espécies de Trametes. Os niveis mais altos de celulases foram observados em T.
versicolor ATHUM 6541, T. gibbosa ATHUM 6816 e T. trogii ATHUM 6579, enquanto
a atividade de xilanase foi detectada em T. pubescens ATHUM 6529 (4,7 U/mL?) e
T. versicolor (4,4 U U/mLY). Trametes gibbosa e T. trogii apresentaram o maior nivel
de lacase (8 U/mL?). Ndo foram detectadas atividades LiP nem MnP nas linhagens
estudadas. Damasceno et al. (2019) constataram a producdo de lacase na
degradacdo de HPAs (hidrocarboneto policiclico aromaticos) em T. cubensis. Os
resultados do presente estudo (TAB 4) sdo considerados bons em relacdo aos
estudos realizados até o momento, tendo em vista termos conseguido um percentual
de descoloracdo em pouco tempo de experimento nas condicbes apresentadas
(APENDICE A).

Em todos os trabalhos, a eficiéncia na descoloracdo nem sempre esta
associada a altos niveis enzimaticos. Apesar dos diferentes niveis de enzimas terem
sido detectados, o percentual de descoloragdo observado € aproximado ao dos
valores de referéncia. Estudos realizados indicam que os niveis de enzimas
lignoliticas ndo parecem ser um fator limitante para descoloragdo de corantes
(MOREIRA-NETO et al. 2011). Como observado em estudos anteriores, MnP de

diferentes fungos podem apresentar propriedades diferentes e percentuais de
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descoloracdo aproximados ou ndo, pois 0s mecanismos enzimaticos de cada cepa

diferem. Além disso, os fatores que contribuem ou ndo a producédo e/ou deteccao de

enzimas ainda sdo bem pouco estudados (CHENG et al. 2007), sendo necessario

estudos aprofundados e complementares.

5 CONCLUSOES

que:

A partir de testes com 11 espécimes de nove espécies, € possivel concluir

A taxa de isolamento e purificagcdo entre Agaricomycetes foi considerada
baixa e que cada espécime apresenta particularidades para o cultivo.

A producdo de enzimas pertencentes ao complexo fenoloxidase esta
diretamente relacionada a capacidade de descolorir o indigo carmim.

A producao enzimatica depende da composi¢do do substrato, sendo variavel
de acordo com cada linhagem. Por isso, nem todos isolados apresentaram
producdo enzimatica nas condi¢cdes do atual experimento.

Os resultados obtidos com as linhagens do presente trabalho foram
considerados bons e, em alguns casos, bem acima dos obtidos em outros
trabalhos.

A bioprospeccéo de fungos tropicais € necessaria para conhecer linhagens

promissoras a aplicacdo em biorremediacao e biotecnologia.
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ABSTRACT

Dyes used in the textile industry contribute significantly to the increase of water pollution as they are disposad of,
most of the time, without proper treatment. Indigo carmine is a synthetic dye widely used in the coloring of jeans
and is considered difficult to remove, causing irreversible damage to the food chain in ecosystems. Mycomediation
appears as an economical and sustainable way to treat textile effluents, and this work tested three strains of Trametes
collectad in Brazil against the ability to discolor the indigo carmine and also the activity of laccase, lignin and
manganese peroxidases. The experiment was carried out in Kirk medium under static, non-sterile condition, at + 28 °C
for 120 h. Trametes lactinea (URM&350) discolored 81.40 % of the indigo carmine, T. lactinea (URM8350) 85.09 %
and T villosa (URM8022) 96.11 %. Laccase was detected in all specimens. Manganese peroxidase was detected in
T. villosa and T. lactinea (URM8354), while lignin peroxidase was not detected in any of the isolates. The ability of
T. lactinea to discolor dyesis reported for the first time. The discoloration rates demonstrate the ability of the strains to
discolor carmine indigo and their promising use in the discoloration processes in wastewater from the textile segment.

Keywords: Trametes, Basidiomycota, indigo carmine, mycoremediation, pollutants, textile industry

and xenobiotic compounds, responsible for the intense color

Introduction

Population growth allied to industrial development has
caused serious environmental problems, such as pollution of
soil and water by chemicals (Zhang et al. 2011; Rodriguez-
Couto 2017; Choi 2021). Among the pollutants, the effiluents
from paper, cellulose, textile and petrochemical industries
and from alcohol distilleries contain aromatic, recalcitrant

and toxicity of wastewater (Sharma et al. 2011; Almeida et
al. 2016; Chowdhury et al. 2020).

The textile sector is considered to be one of the largest
sectors in the manufacturing industry in the world. In
Brazil alone, the segment is responsible for generating1.5
million direct jobs, being considered the largest textile chain
in the West (Abit 2020) and employs 75 million people
wordwide (De Oliveira et al. 2021). However, its expansion
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and maintenance cause damage to the environment, since
the dyeing and washing processas of the fabric generate a
large volume of effluents containing xenobiotic compounds,
including dyes (Rodriguez-Couto 2009; Singh 2017).
Synthetic dyes are designed to resist discoloration, high
tures and antioxidant chemicals. Therefore, they
have a stable chemical structure, usually recalcitrant, highly
toxic, mutagenic and cardnogenic (Baughman & Weber
1994; Vacchi et al. 2017; Berradi et al. 201%; Benkhaya at
al. 2020). The presence of dyas in water bodies, even in
small concentrations, interferes with the trophic chain in
aquatic ecosystems, as it pravents the penstration of the
light necessary for photosynthesis, thus causing sarious
environmental problems (Kunz et al. 2002; Berradi et al.
201%; Benkhaya et al. 2020; Chowdhury et al. 2020). Tha
production of dyss reaches 7 x 107 tons par year in the world,
of which Brazil accounts for 2.6 %. Of this production, 10-
20% is transformed into wastewater {Carneiro & Zanoni
2016; Sen et al. 2016; Benkhaya et al. 2020). Indigo carmine
synthetic dye balongs to tha group of indigoids and has a
katone group (C = O) in its chemical structure. It is widely
used in the food, paper, cellulose and textile industriaz,
being indispensable in dysing denim (Choi 2020 & 2021;
Chowdhury et al. 2020). Considered chemically stable and
difficult to remove when discarded in the environment
(Guaratini & Zanoni 2000; Choi 2020), it is one of the
main causes of wastewater coloring originated from textile
effluents. The yarn dyeing process requires large amounts of
water: it is estimated that for each kilogram of manufactured
product, 200 to 400 liters of water are required, 83 % of
which will be discarded with more than 10,000 by-products,
as chlorinated compounds, salts, auxiliary chemicals,
surfactants and espedally dyes (Sen et al. 2016; Almeida
et al. 2016; Singh 2017; Chod 2020; De Oliveira et al. 2021).
There are numarous chemical and physical dye removal
strategies implemented over the years. These includa
adsorption, Alocculation, photodegradation, membrane
filtration and coagulation (Adenan et al. 2020). Tha
treatment of wastewater from the textile industry, espacially
discoloration, is expensive and not always effective az it can
generate a large volume of sludge and generally requires
the addition of other chemical additives dangerous to the
environment (Singh 2017). Therefore, the search for low-
cost biological alternatives is urgent. Biological remowal
of dyes can ocour through three mechanisms: biosorption,
bicaccumulation and/or biodegradation (Sen et al. 2016;
Singh 2017; Chowdhury et ol. 202(0). Biosorption involves
trapping tha dye by binding the dye molecules to the
functional groups present on the cell wall. Subsequently,
the dyez are accumulated intracellularly in the living
calls through a process known as bicaccumulation. The
biodegradation process involves the breakdown of dye
molecules by enzymes produced by miorobial cells, where
complete eradication of dyes is possible (Jasifiska et al.
2015; Adenan et al. 2020). Mycoremediation emerges as

7 Acts Botanica Brasifica, 2022, 36: e2021abbI35E

an economically viable and ecologically effective biclogical
altarnative, as fungi are able to adapt to various pH and
temparature ranges, in additon to prododng extracellular
lignolytic enzymes such as laccasa (EC 1.10.3.2), lignin
peroxidase (EC 1.11.1.14) and manganesa peroxidase (EC
1.11.1.13}, which can mineralize xenobiotic and recalcitrant
compounds (Tien & Kirk 1984; Ellouze & Sayadi 2016; Sen
et al. 2016; Singh 2017; Akhtar & Mannan 20207 White
rot fungi, mainly Agaricomycetes, have been identified
as a potentially efficient biological tool in the removal of
synthetic dyes from textile effluents (Wesenberg ot al. 2003;
Ali 2010). Some studies have demonstrated the efficacy of
Trametes spacies in the degradation of phenolic compounds
in effluents from the paper industry, degradation of
pentachlorophenoc] and synthetic dyes in textile effluents
(Rodrigues-Couto 2009, Pinedo-Rivilla et al. 200; Pandey et
al. 2017). However, in Brazil, which has ahigh mycodiversity
(Forzza et al. 2010; Maia et al. 2015), little is known about
the potentizl for degradation and discoloration of the spadies
collected in the country (Balan & Monteiro 2001; Lyra et
al. 200%; Motato-Vasquéz et al. 2016; Aratjo et al. 2020).
Thus, the aim of the present study was to tast three
strains of two species of Trometes collected in Mortheast
Erazil for the ahility to remove the indigo carmine used in the
customization of denim and to quantify ignolytic enzymes
laccase (EC 1.10.3.2), lignin peroxidase (EC 1.11.1.14) and
manganese peroxidase (EC 1.11.1.13) produced after the

ElPEI'[‘El‘LE‘I!‘It.
Materials and methods

Microorganism: coliection and cultivation conditions

Specimens of Trametes lactinen (Bark.) Sacc. wara
collacted on the campus of the Universidade Faderal da
Pernambuco {08°03'07"5 34°56'59"0, Atlantic Forest
domain) in November 2019, whila T, villosa (Sw.) Kreisel
was collected in the Chapada Diamantina Mational Park
{13°14°3175, 41°40'7" 0, Caatinga domain) in March 2015.

For culture, thres fragments with a diameter of 5 mm
ware removed from the basidiomata and transferred to
Patri dishes containing 2 % malt extract supplemented with
chloramphenicol (20 mg LY. The plates ware kept at 28°C
for 7 days oruntil mycelial devalopment (Cavalcanti 197
Stalpers 1978; Motato-Vasquez et al. 2016).

The cultures ohtained were deposited in the Collaction of
Cultures Micotaca [TRM of the Department of Mycologyof the
Center Bicsdences of the Federal University of Pernambuco
under registration numbers URMB&350 (T. lactinea),
URMB354 (T. lactineq) and URMEA022 (T, villosa).

Micri mrgﬂm'sm : identification
The morphological identification of the basidioma and
DMA analyses followed the usual for this group (Gomes-
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Silva et al. 2010; Verma ot al. 20018; Xavier et al. 2020). The
resulting ITS and L5U sequences were subjected to BLASTn
search in MCBI to verify the closest identification match.

Qualitative fests for phanofoxidase

The qualitative analysis of phenoloddase activity was
verified using the Bavendamm method, which allows
observing the production of cellular oxidase such as
lacrasa, lignin peroxidase and manganese perocddass, in
addition to tyrosine and catechol ceddase (Mobles 1965;
Malo & Azevedo 2008). In our assay, an agar block with
diameter of 5 mm was removed from colonies with 7 days of
cultivation and transferrad to the center of the Petri dishas
with diameter of 90 mm containing solid malt agar medium
plus tannic add (0.5 %). The control was prepared under
the same conditions without tannic acd. All procedures
ware parformed under aseptic conditions. After 3 days of
incubation, the formation of a brown halo was observed
in the colony reverse, indicating a positive reaction to
produce phenolosddases. Thesa halos were measurad with
the aid of a digital caliper. The enzyme index was measured
through the relationship between the average diameter
of the degradation zone and the average diameter of the
colony, expreszad in millimeters (Hankin & Anagnostakis
1975; Silva et al. 2019).

Discoforation tests

The indigo carmine dye was of analytical grade purchased
from Sigma-Aldrich Corporation, St. Lowis, Missouri, USA
andusad at a concentration of 50mg L. The axpariment was
carried outin Efenmeyer Aasks (250 mL) containing 50 mL
of Kirk medium without sterilization (Kirk & Farrell 1987)
plus 5 disks of the fungal mycelivm with diameter of 5 mm
grown in 2% malt extract after 7 days. The vials wera kept
for 120 h at + 28 *C under static condition; 2 mL aliquots
were removed from the broth and centrifuged at 1500 rpm
for 15 min at 4 *C. The parcentage of disooloration (D %)
was calculated according to equation: D % = [{Abscontrol-
Abstast)/Absconitol)] = 100, by which abscontrol (absorbancs
of the control) and abstest (absorbance with fungal
treatment) denote the percentage of discoloration the at
610 nm. As a control, Kirk medium was used with the dye
without fungal inoculum. The experiments were carried
out in riplicate.

The discolored broth was used to quantify the production
of the enzymes laccase, manganese peroxidase and lignin
peroxidase.

Enzymatic assays

The enzymatic activity of the laccase was verified
by measuring the oxidation of ABTS (2,2"-azino-bis
(3-athylbenzthiazoline&-sulphonic acid) 0.5 mM in 100 mM
sodium acetate buffer (pH 5) plus the enzymes broth. The
final wolume of the reaction was 1 mL (200 pL of ABTS +

100 plL of sodivm acetate buffar + 100 pl of cude extract).
Activity was calrulated based on AETS molar absorptivity
{§420nm = 36,000 M* Cm) (Bourbonnais et al. 1997;
Boran 2019). The activity of lignin peroxddase was verified
through the oxidation of the mixture composed of 375
pL of 0.25 M sodium tartrate buffer at pH 3.0; 125 pL of
10 mM veratryl aloohol; 50 pL of 2 mM hydrogen peroxdde
and 500 pL of snrymatic axtract. The reaction was monitorad
on a spectrophotometer at a length of 310 nm (5310nm =
9,300 M. Cm™) (Tien & Kirk 1984). The reaction mixture
for manganese paroxdase (1mL) was composed of 100 pL
of phenol red (0.01 %), 100 uL. of sodium lactats (25 mM),
50 pL of MnS04 (100 mM), 200 uL of egg albumin (0.5 %),
50 pLof H202 (100 uM) in 20 mM sodium succnate buffer
(pH 4.5) and 500 pL of enzymatic extract. The reactions
ware carried out at 30 °C for 5 minutes and stopped with
the addition of 40pL of 2N NaDOH. The absorbance was
monitored at 610 nm (Kuwwahara et al. 1984). A unit of
enzymatic activity was defined as 1 ymol of the product
formed per minute. All tests were performed in triplicate.

Statistical analysis

The decolorization test was carried out in triplicate. The
data were analyzed using analysis of variance (AMOVA)
with the software Statistical Package for the Social Sdences
(5P&5) varsion 24.0. The Tukey- Kramer multipls comparison
test (honestly significant difference, HSD, P < 0.05) or paired
t test (P «0.05) was also performed to evaluate statistical
significance betwean the mean values.

Results and Discussion

Morphological and molecular identification

The specimens were morphologically identified as
Trametes lactinea (UREME350, URMS354) and T. villosa
(URM2022). DNA analysss resulted in one ITS saquence
for each specimen T. lactinesa URME8350 (MWSTETAT),
T. lactinea URME354 (MWS7E79E) and T, willase URMB0Z2
(MW3578795) and LSU sequences for both T. lactinea
URMB350 (MW553720), T. lactines URMB354 (MW553721)
and T. villose URMBEQ22 (MWS53718). BLASTn search
confirmed the original identifications.

Defection of phenoioxidases

All strains tested showed a dark amber halo in threa
days of the experiment, evidenced by the degradation of
tannic acid and the production of phenolmddases: diameter
of B0 mm for T, villosa (URMB022), of 90 mm for T, lzctinea
(URM8350) and of 80 mm for T, lactinea (URMS354).
According to Bavendamm (1928), these amber-colored
diffusion zones around the fungal colony are the result of
the oxddation of phenolic acid produced by extracellular
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phenoloxidases. The detection of phenoloxidases in
microorganisms is used as a way to selact promising strains
with tha potential for degradation of complax compounds to
be used in studias of degradation of recalcitrant compounds.
The production of phenoloxidase complex enzymes is
assocated with the discoloration of synthetic dyes dus
to the similarity in the chemical structura of the dyes and
the components of lignin (Melo & Azevedo 2008; Arora &
Sharma 2010; Sen et al. 2016; Singh 2017).

Discoloration of indigo carmine

Trametes villosa (URMB022), T, lactine (URMS350) and
T. lactinea were all able to degrade indigo carminea (Fig. 1) at
high rates (Tab. 1). The results referring to the percentage
of discoloration wera submitted to analysis of variance
(AMOVA) and the effects were considered significant for p
« 0.05. All groups showead values of F (26.60) greater than
the values, indicating that there is a significant difference
in all experiments performed in the present work.

Spedes of Trametes are well studied for discoloration
of various synthetic dyes: T. trogii discolored 97 % of
the remazol brilliant blue (Zouar-Mechichi et . 20085);
T. hirsuta, 94 % indigo carmine, 85 % of Bromophenol Blue,
41% of Methyl Orange and 47 % Poly R-478 (Rodriguez-
Couto et ol 2006); T. membranacea, 99.2 % of bromophenol
blue and 71.8% of methylans blus (Lyra &t al. 2009);

i —e— without fungus

14 —s—T, lactinea (URMEZS0|

13
1

08

Albs

0.6
0.4

T. trogii, 8% of indigo carmine in the first hour of experiment
(Grassi et al. 2011), 689% of Janus Green and & % of Poly
R-478 (Levin et al. 2010); T. pubescens, 59 % of Bemaplex
Mavy M-T and 50% of Bezaktiv Blue BA (Rodriguez-Couto
2014); T, versicolor, 44, 74% of blue indigo 24 hours after the
maximum recorded activity of laccase (Lopes et al 2014)
ard 93.5% of Remazol Brilliant Yellow 3-GL (Asgher et al.
2016); T. ljubarskyi, 97.7 % of reactive violet 5 (Goh et al.
2017y; T, villosa, 93.8'% of add orange 142 (Ortiz-Monsalve
et al. 2019); and T. polyzona, 30% at 100 mg L, 31 % at
150mg L and 93% at 200 mg L of indigo carmine (Uribe-
Arizmendi et al. 20200 However, T. lactinea has not been
tested before for discoloration of indigo carmine. Also,
studies of discoloration of indige carmine using species,
not only of Trametes, collected in Brazil are scarce.

Lyra et al. (2009) found that T. membranacea collacted
in the Atlantic Forest was able to discolor 99.2 % of the
bromophenol blue and 71.8% of the methylene blue in 10
days, while Lopes et al. (2014) obtainaed efficient results
in 4478 % in 5 days. More recently, Ortiz-Monsalva et
al. {2019} tested T, villosa, also collected in the Atlantic
Forest, for discoloration of add orange 142 and observed
discoloration of 93 2% in 264 h of incubation. To date, our
study is the first report of discoloration of indigo carmine
and quantification of lignolytic enzymes using species of
Trametes collacted in Brazil.
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Table 1. Percentage of discoloration and production of laccase (Lac) and manganess perowidase (MnP) enzymes in units per liker
(U/L) by Trametes strains after decolonzatnon of mdige carmine dye for 120 h

C R T ey ] wewy | oo
T. wifinsa (URMB0 ) 27833 + DAL 3408085 = 317D 9611 = 0BG
T. lacttnes (ITRMEBIS 0250 = 0.002 = 8140 =340
T. lactines (LTRMEBES) 0750 = 0.003 3677135 = 2536 85059 =273

(-) Mot detected
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Guantification of defectad enzymes

In the present study, the production of enzymeas was
detacted (Tab. 1). The low enzyme indices observed for
laccase may be related to the presence of the dye, as found
by Movotny et al. (2001), who observed that the presence of
dye decraased the detection rates of laccase and manganese
perceddase in alineage of Irpex lacteus, as well as the mycelial
development of the fungus. Trombini & Obara-Diod (2012)
obtained %907 % of discoloration using Ganoderma sp. and
low laccase indices, showing the action of another enzyme
or other mechanisms imvolved in the discoloration process.
Diya discoloration procass may involva the participation of
enzymes as well as the assodation of other mechanisms such
as adsorption involved in the discoloration process (Novotny
et al. 2001; Rodriguez-Couto et al. 2004; Srinivasan &
Viraraghavan 2010). Saveral studiss indicate that laccasa
acts as the enzyme responsible for discoloration (Levin et
al. 2004; Rodriguez-Couto et al. 2004; Rodriguéz-Couto et
al. 2006; Zeng et al. 2011; Yuan et al. 2012; Younes ot al.
2015; Orzechowskd et al. 2018; Uribe-Arizmends ot 2l 2020).
However, the partidpation of manganese peroxidass has also
been obsarved in some discoloration stedies (Eichlarovd et
al. 2007; Grassi et al. 2011; Li et al. 2015; Zhang et al. 2016).

In the prezent study, the indices of dizcoloration of
indigo carmine were wall abowe the rate observad by
Lopes et al. (2014), Rodriguez-Couto (2014) and Levin et
al. (2010). The discoloration time observed in the present
study was relatively better if compared to other studies.
Uribe-Arizmendi et al. (2020) carried out their experiments
in 21 days (T, polyzomna, 90% at 100 mg L2, 91 % at 150mg L*
and 93 % at 200mg L of indigo carmine), Ortiz-Monsalve
etal. (2019 in 264 h (T, villosa, 93.8% of acid orange 143},
Lyra et al. (2009} in 10 days (T. membranacea, 992 % of
bromophenol blue and 71.8% of methylena blua), and
Zouari-Machichi ef al. (2006) after three weeks (T, trogi,
97 % of the remazol brilliant blue). Generally, studiss that
report good results of dye discoloration in a shorter time are
those that use optimization of the enzymes of interest with
addition of the dye after enzymatic production, commeonly
laccase and/or manganese peroxidasa (Campos atal 2001;
Rodriguez-Couto ef al. 2006; Li et al. 2015; Wang et al.
2019; Xu et al. 2020).

The chemiral treatment processes of indigo carmine
generate potentially dangerous by-produrts and shidge,
causing serious environmental poliution. The treatment with
indigoids using the enzymatic arsenal of fungal spedes has
baen considared a promising strategy at an environmental
and economic level (Nyanhongo et al. 2007; Mugdha &
Usha 201 Li et al. 2015). Spedes belonging to the genus
Trametes can produce multiple isoforms of Lac and MnP
expressed under different mltivation conditions. Howevar,
LiF, when obsarved, is produced in low quantities {Choi
2021). Larase contains copper polyphenolocddases, produces

four free electrons thae react with phenolic and non-

phenolic molecules and is one of the few enzymas capable
of catalyzing the reduction of four electrons of molsoular
oxygen to water and even produced in small quantitias
can act in the degradation of recalcitrant compounds.
The catalytic efficacy of Lac and MnP in the removal of
recaldirant compounds is due to the high redosx potential,
activity and stability of these enzymes, whather in a raw or
purified state. Howavar, other enzymes may ba involved in
the dizcoloration process (Myanhongo et al. 2007; Campaos
et al. 2016; Zheng et al. 2017; Xu et al. 2020; Chai 2021).

Species of Agaricomycetas that cause white rot have
an arsenal of degradable lignolytic enzymes that can be
used in bioremediation processes. These enzymes are
expressed according to the composition of the substrate
and the lineage used. The interest in identifying promising
strains has bean increasing as an affort to minimize and/
or treat environments polluted or degraded by anthropic
action. KEnowing the enzymatic potential of neotropical
spedes is essential in view of the fungal magadiversity in
these still unaxplored but threatened environments. The
results obtained here proved that the T. loctinea strains
(URMBS350), T, lactinea (URMB354) a T villosa (URMBO22),
collected in the Mortheast of Brazil, showed a significant
percentage of indigo carmine discoloration in a short period
of time and at a low cost. In this worl, it was possible to
detact the production of Lac and MnP after dya removal,
but LiP was not detected under the conditions of this
experiment. The present work allowed, therefore, toidentify
promising strains of the genus Trametes that can be used
to remove synthetic dye from textile effluents. Futura
studies of enzyme optimization and growing conditions
need to be better studied for use on anindustrial scale. The
understanding of the snzymatic mechanisms acting in the
discoloration process presented in tha present study, naeds
to be elucddated. This study presented the first report of
use for removing a synthetic dye from the T, lzctinea strain.
The resultz presented in this work, even if preliminary,
show the potential of the studied strains. The strains
T, lactinea (URM&350), T, lactinea (URME354) and T villosa
(UREME022), collacted in Mortheastern Brazil, showed
significant percentage of discoloration of indigo carmine
in a short time and at a low cost and thair Lac and MnP
were efficient in dizcoloration of the dye. The pressnt work
allowed, thus, the identification of promising strains of the
genus Trametes that can be used in the treatment of textile
effluents. Further studies will be necessary to verify the
toodicity lawel of the discoloration product.
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