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RESUMO

A industria téxtil gera efluentes com corantes de dificil degradacdo ambiental. Este trabalho avaliou
o crescimento de Pleurotus pulmonarius e a producdo de enzimas ligninoliticas utilizando pulp wash
de laranja como substrato agroindustrial. O fungo apresentou adequada adaptacdo em meios sélido
e liquidos, com expressiva atividade de lacase e manganés peroxidase. Na descoloracdo do corante
Reactive Black 5, o extrato de pulp wash foi eficiente em concentragdes moderadas (120 mg - L™),
sofrendo inibi¢do em cargas superiores. O cultivo em vinhaca apresentou maior estabilidade frente
a elevadas concentracées do poluente. A lacase apresentou perfil acido e mesofilico, com
desempenho 6timo a pH 5,0 e 40 °C. Conclui-se que o bioprocesso é promissor para a
biorremediacdo em condigdes operacionais moderadas.
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INTRODUCAO

A indtstria téxtil demanda alto consumo hidrico nas etapas de beneficiamento e tingimento,
gerando efluentes com elevada carga poluidora e forte coloragido devido a perda de 10% a 15% dos
corantes (SANTOS et al, 2020). Descartados sem tratamento adequado, esses efluentes
comprometem ecossistemas aquaticos, prejudicando organismos fotossintetizantes e oferecendo
riscos a saude humana (HASSAAN et al, 2017; ORZECHOWSKI et al,, 2018). Devido a origem
sintética dos corantes, os tratamentos convencionais mostram-se insuficientes isoladamente, além
de apresentarem alto custo e baixa eficiéncia em concentragdes inferiores a 100 mg/L (JEYAKUMAR
etal, 2022).

Diante disso, a micorremediacdo surge como uma solucdo pela capacidade do micélio
fangico de degradar compostos xenobiodticos. Fungos da podriddo branca destacam-se por
produzirem enzimas ligninoliticas eficientes na descoloracdo de corantes sintéticos. Entre eles, o
basidiomiceto Pleurotus pulmonarius (Fr.) Singer é promissor por apresentar elevado crescimento e
sintese de enzimas como peroxidases e, principalmente, lacases (BETTIN et al., 2014). As lacases
(EC 1.10.3.2) sdo oxidases multicobre capazes de catalisar a oxidacdo de compostos fendlicos e
aminas aromadticas presentes nos corantes, tendo a d4gua como unico subproduto (FERREIRA et al,,
2022; SU et al,, 2018). Estudos demonstraram a eficiéncia de P. pulmonarius e de suas lacases na
descoloracdo de efluentes téxteis (KAMIDA et al., 2005), respaldando o potencial da espécie para
aplicacdo em processos de remediagdo ambiental.
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OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo aprofundar o estudo do potencial de descoloragdo de
efluentes téxteis com o extrato enzimatico bruto e a caracterizacdo bioquimica da lacase em meio
aquoso de P. pulmonarius, visando avaliar sua eficiéncia e viabilidade para processos de
biorremediacao.

METODO

O fungo Pleurotus pulmonarius (CCIBT020) foi cultivado em meio so6lido MEA e meio liquido
(extrato de malte, 100 mL, 28 °C, 150 rpm). Testes de deteccdo em meio sélido foram acrescidos de
guaiacol. A preservacao foi mantida pelo método de Castellani (discos de 10,8 mm em agua estéril).
Para a indug¢do enzimatica, produziu-se extrato de pulp wash de laranja por higienizacao, trituracao
do bagaco/casca com agua e filtragdo em material fibroso, armazenado sob refrigeracao.

Foram preparados reagentes em tampao succinato de sédio (20 mM, pH 4,5): vermelho de
fenol 0,01%, lactato de s6dio 250 mM, albumina bovina 0,5%, MnS04 e H202 30%. A atividade de
lacases foi determinada a 25 °C em placa de 96 pogos (180 pL de tampao acetato 0,2 M, 180 uL de
amostra e 40 pL de ABTS 5 mM), monitorando-se a absorbancia a 420 nm por 90 segundos. A
atividade de manganés peroxidase (MnP) foi avaliada pela oxidacdo do vermelho de (fenol 100 pL
de amostra e 100 pL de solugdo reagente), incubada a 30 °C por 5 min, interrompida com NaOH (8
uL) elidaa 610 nm.

A separagdo proteica por SDS-PAGE foi conduzida em gel de poliacrilamida a 12% (fases
concentradora e separadora), contendo Tris-HCI (pH 8,8 e 6,8), SDS 10%, APS 10% e TEMED, sendo
estocada em tampao Tris-Glicina-SDS.

O microensaio de descoloracio do corante Reactive Black 5 (RB5; 100 a 500 mg - L™) foi
conduzido em triplicata (200 uL/pogo), contendo 100 pL do tratamento (amostra, controle
negativo, controle inativado a 100 °C por 5 min e controle de corante) e 100 pL de RB5. Leituras a
597 nm ocorreram 10 min ap6s a montagem.

O pH 6timo da lacase (pH 2,0 a 8,0) foi determinado em Tampao Universal UB4 (20 mM)
com ABTS 5 mM (90 pL de tampdo, 90 pL de extrato e 20 puL de ABTS), lido a 420 nm (25 °C). A
temperatura 6tima (25 a 60 °C, a cada 0,5 °C) utilizou 180 pL de UB4 no pH 6timo, 180 pL de extrato
e 40 pL de ABTS 400 pL total), lida a 420 nm. A atividade relativa (%) foi calculada pela razio entre
a atividade na condigdo testada e a atividade maxima obtida.

RESULTADOS

O cultivo de Pleurotus pulmonarius em MEA apresentou micélio branco e cotonoso, com
viragem cromatica avermelhada em guaiacol, confirmando a secrecdo de enzimas oxidativas. O
cultivo submerso gerou biomassa e a preservacdo por Castellani manteve a viabilidade fingica. O
processamento de residuos citricos por pulp wash rendeu 55 L de extrato hidrossolivel rico em
nutrientes.

Os ensaios enzimaticos demonstraram alta reprodutibilidade: a lacase apresentou cinética
linear (R* = 0,99) com desvio < 5%, e a manganés peroxidase (MnP) confirmou atividade pela
oxidac¢do do vermelho de fenol. O gel SDS-PAGE (12%) foi padronizado para caracterizacdo proteica
posterior.

Na descoloragdo do corante Reactive Black 5 (RB5; 40 °C, 300 rpm, 60 min), ndo houve
degradacdo imediata expressiva. O extrato de pulp wash atingiu 4pice em 120 mg-L™ (15,3%),
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reduzindo em 160 e 200 mg-L™ (8,1% e 9,9%) por inibi¢io por substrato, e registrando 9,7% e
5,9% em 40 e 80 mg-L™". Em comparacio, a vinhaca superou o pulp wash em 40 e 80 mg-L™
(diferenca média de 2,2%) e em 160 e 200 mg-L™ (15,4%, superior em 9,1%), embora o pulp wash
tenha sido superior em 120 mg-L™ (5,5% acima).

A lacase apresentou perfil 4cido, com pH 6timo 5,0 (880,93 U-mL™"), mantendo 253,77 (pH
3,0), 590,12 (pH 4,0), 618,65 (pH 6,0) e 245,54 U-mL™* (pH 7,0), e minimos em pH 2,0 (153,90
U-mL™) e 8,0 (91,90 U-mL™). A temperatura 6tima em UB4 (pH 5,0) ocorreu a 40 °C (719,61
U-mL™"), com menor atividade a 25 °C (444,17 U-mL™) e declinio ap6s 40 °C por desnaturagdo
térmica, confirmando o perfil mesofilico do fungo.

Figura 1

Atividade enzimdtica de lacase e de manganés peroxidase de P. pulmonarius, respectivamente, apds

cultivo em ME + 2% de glicose, em diferentes frascos.
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Nota: Os valores de atividade foram expressos em média U/mL, e o desvio padrao foram feitos com
base nos valores das triplicatas.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

CONCLUSAO

O cultivo de Pleurotus pulmonarius em pulp wash citrico demonstrou eficacia na produgao de
biomassa e na indu¢do do complexo ligninolitico. A oxidacdo do guaiacol e os ensaios cinéticos
comprovaram elevada atividade de lacase e manganés peroxidase (MnP), garantindo
reprodutibilidade para a caracterizacdo proteica e o direcionamento biotecnoldgico do fungo.

Na descoloracdo do corante Reactive Black 5 (RB5), o extrato de pulp wash foi eficiente em
concentragdes moderadas, sofrendo inibicdo por excesso de substrato em cargas elevadas, enquanto
o extrato de vinhaca exibiu maior estabilidade e tolerdncia ao poluente. A lacase apresentou perfil
estritamente acido e mesofilico, com declinio catalitico em condi¢des extremas por desnaturacdo do
sitio ativo.

Assim, a valorizacao do residuo citrico, associada ao potencial de P. pulmonarius consolida-
se como uma alternativa sustentavel, de baixo custo e com forte aplicabilidade na descontaminagao
de efluentes téxteis recalcitrantes sob condi¢gdes operacionais moderadas.
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