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RESUMO

Os azocorantes representam a maioria dos corantes sintéticos, sendo utilizados
em uma variedade de industrias, principalmente na té€xtil. Apesar de seu grande uso, eles
costumam ser toxicos para animais e seres humanos, sendo necessario o tratamento
especial dos efluentes liquidos com a sua presenga. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo analisar o desenvolvimento do fungo Pleurotus ostreatus florida em
meio so6lido e liquido na presenca dos azocorantes alaranjado de metila, vermelho de
metila e fast blue RR, visando a degradagao desses compostos pelo microrganismo para
possivel aplicagao em processos de recuperacao ambiental. Para o cultivo so6lido, foram
preparados quatro meios de cultivo (M1, M2, M3 e M4), variando-se sua fonte
nutricional ¢ a concentragdo do azocorante (0,001%, 0,01%, 0,1% e 1%, m/v). Os
experimentos foram realizados em triplicata para cada corante e mantidos a 28°C + 2°C
em estufa bacterioldgica e avaliados em relacdo ao crescimento ao longo de 15 dias.
Para os cultivos liquidos utilizou-se 0 meio M4, sem agar, com 0,001% (m/v) de cada
corante. Foram preparadas triplicatas dos meios em erlenmeyers de 250 mL, contendo
50 mL de meio de cultivo e sendo submetidos a agitacdo (180 rpm) a 28°C £ 2°C
durante 15 dias. Apos este periodo os cultivos foram interrompidos, filtrados e os
sobrenadantes coletados para analises de varredura de espectroscopia pelo método UV-
VIS a fim de se determinar a degradacdo do meio de cultivo. A biomassa produzida foi
quantificada por gravimetria. O fungo se desenvolveu em todos os meios sélidos, com
excegdo da concentracdo 1% do fast blue RR que se tornou toxico para o
microrganismo. Alguns deles apresentaram um halo de descoloragdo em volta do
micélio, podendo significar que o fungo utilizou o corante como fonte de carbono ou
nitrogénio. Nos espectros de UV-VIS de todas as solucdes, foi possivel observar uma
pequena banda de absor¢do na regido entre 280 e 300 nm, indicando presenga de
proteina, devido a liberacdo de enzimas pelo crescimento do fungo. No caso do
vermelho de metila houve a alteragcdo do espectro de absorc¢ao do corante, indicando que

ocorreu alguma interferéncia a partir do crescimento fungico.

Palavras-chave: corantes azoicos, biodegradacao, Pleurotus ostreatus florida



ABSTRACT

The Azo Dyes represent the majority of synthetic dyes, being used in a variety of
industries, mainly in the textile. In spite of their great use, they are usually toxic to
animals and humans, being necessary some special treatment of the liquid effluents with
its presence. Thus, the present study had as goal the development of fungi Pleurotus
ostreatus florida in solid and liquid medium in the presence of azo dye Methyl Orange,
Methyl Red and Fast Blue RR, aspiring to degradation of these compounds by the
microorganism for possible application in environmental recovery processes. For the
solid culture, four culture media (M1, M2, M3 and M4) were prepared, varying their
nutritional source and the concentration of the dye (0.001%, 0.01%, 0.1% and 1%, m/v).
The experiments were carried out in triplicate for each dye and kept at 28°C £ 2°C in a
bacteriological oven and evaluated in relation to growth over 15 days. For liquid
cultures the M4 medium, without agar, was used with 0.001% (m/v) of each dye.
Triplicates of media were prepared in 250 mL Erlenmeyer flasks, containing 50 mL of
culture medium and being subjected to agitation (180 rpm) at 28°C + 2°C for 15 days.
After this period the cultures were interrupted, filtered and the supernatants collected for
spectroscopy scanning analyzes by the UV-VIS method in order to determine the
degradation of the culture medium. The biomass produced was quantified by
gravimetry. The fungus developed in all solid media, with the exception of the 1%
concentration of Fast Blue RR that became toxic to the microorganism. Some of them
presented a halo of degradation around the mycelium, which could mean that the fungus
used the dye as a source of carbon or nitrogen. In the UV-VIS spectra of all the
solutions, a small absorption band in the region between 280 and 300 nm was observed,
indicating the presence of protein due to the release of enzymes by the growth of the
fungus. In case of methyl red there was a change in the absorption spectrum of the dye,

indicating that some interference occurred from the fungal growth

Keywords: azo dyes, biodegradation, Pleurotus ostreatus florida
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Glu Glucose

m/v Massa por volume

M1 Meio de cultivo 1

M2 Meio de cultivo 2

M3 Meio de cultivo 3

M4 Meio de cultivo 4

MMS Meio Minimo de sais (VOGEL, 1956)
PO Pleurotus ostreatus florida

YE Extrato de levedura

AM Alaranjado de metila

VM Vermelho de metila

FBRR Fast Blue RR

UV-VIS Espectroscopia no ultravioleta visivel
H>O0/UV Oxidagdo fotoquimica

DP Desvio Padrao

P1 Placa 1

P2 Placa 2

P3 Placa 3
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1. INTRODUCAO

A globalizacao da economia e consequentemente o desenvolvimento industrial é
diretamente responsavel pela polui¢do ambiental, que a cada ano vai se tornando mais
critica e frequente. Uma grande variedade de industrias como papel e celulose, plastico,
tintas e té€xteis utilizam corantes, ou seja, substancias que tem como objetivo conferir ou
intensificar a coloragdo de um artigo qualquer, para tingir seus produtos e atrair mais a
atencdo do publico. Entretanto, segundo a World Health Organization (2010), os
processos envolvendo tingimento geram uma série de rejeitos toxicos, possivelmente
carcinogénicos e mutagénicos.

Devido aos grandes impactos ambientais provocados pelos efluentes coloridos,
tém-se buscado alternativas eficientes e acessiveis capazes de realizar a degradacdo
desses corantes.

Os efluentes liquidos, caso ndo sejam tratados corretamente antes de serem
langados em &guas naturais, podem causar sérios riscos ao meio ambiente e toda a
cadeia produtiva, o que pode ser observado pela alteracdo da qualidade da dgua. A falta
de tratamento dos rejeitos industriais pode também trazer riscos para a populagdo
localizada proxima as areas contaminadas, aumentando os gastos publicos com satde.

A molécula do corante pode ser dividida em duas partes principais, o grupo
cromoforo e a estrutura responsavel pela fixacdo a fibra do material a ser tingido. O
grupo cromoforo tem a familia dos azocorantes como o mais representativo e
amplamente utilizado, sendo caracterizados pela presenca de uma ou mais ligagdes -
N=N conectados a anéis aromaticos (KUNZ, A., et al, 2002).

Grandes esfor¢cos vém sendo aplicados no desenvolvimento de métodos para
remo¢do de cor de efluentes industriais, utilizando, por exemplo, processos de
degradacdao do corante ou de residuos gerados. Atualmente, os tratamentos mais
utilizados sdo os fisico-quimicos, como a coagulacdo, floculagdo e oxidacdo avancada,
para citar alguns, entretanto esses processos tém diferentes capacidades de remogdo de
cor, custos e rapidez de operagao (PEIXOTO, MARINHO, RODRIGUES, 2013).

Por apresentarem custos mais baixos e ndo gerarem uma poluicdo secundaria
pelo uso excessivo de quimicos, os tratamentos biologicos t€ém sido intensamente
estudados, utilizando-se principalmente espécies fingicas pela sua versatilidade. Alguns

dos fungos avaliados para a degradacdo de azocorantes sdo os Aspergillus niger,
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Aspergillus terreus e Rhizopus oligosporus, no caso da biossor¢do (ALMEIDA, 2013) e
espécies do género Pleurotus, como Pleurotus ostreatus, Pleurotus sapidus e Pleurotus
florida, para a biodegradagao (KUNJADIA, 2016).

Sendo assim, avaliar a capacidade de degradag¢dao de corantes pelo Pleurotus
ostreatus florida ¢ importante para manter a busca de tratamentos bioldgicos
alternativos que apresentem boa eficiéncia na remocdo dos corantes nos efluentes
liquidos. Contudo, ao buscar informagdes sobre os azocorantes utilizados neste estudo,
notou-se uma defasagem sobre pesquisas nesta area no pais, por isso salienta-se a
necessidade de mais pesquisas sobre esses corantes.

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o
crescimento em meio sélido e em meio liquido do fungo Pleurotus ostreatus florida na
presenca dos corantes alaranjado de metila, vermelho de metila e fast blue RR, para
possivel utilizagdo desse microrganismo na biodegradacdo de compostos coloridos

recalcitrantes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o crescimento em meio solido e em meio liquido do fungo Pleurotus
ostreatus florida na presenga dos azocorantes alaranjado de metila, vermelho de metila
e fast blue RR, para possivel utilizagdo desse microrganismo na degradacao de

compostos coloridos recalcitrantes.

2.2 Especificos

- Comparar o crescimento quantitativo e qualitativo do fungo Pleurotus
ostreatus florida nos meios de cultivo solido com diferentes condigdes nutricionais € em
diferentes concentracdes dos azocorantes alaranjado de metila, vermelho de metila e fast
blue RR.

- A partir dos resultados obtidos no meio de cultivo sélido, comparar o
crescimento do fungo Pleurotus ostreatus florida nos meios de cultivo liquido contendo
os azocorantes, alaranjado de metila, vermelho de metila e fast blue RR, utilizando a
concentragdo dos corantes que apresentou o melhor resultado.

- Determinar o crescimento da biomassa fingica no meio de cultivo liquido a
partir de analises gravimétricas.

- Verificar a ocorréncia da remogao de cor nos cultivos liquidos devido a agdo

microbiana através da espectroscopia no UV-VIS.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Corantes e pigmentos sempre foram objetos de atividades comerciais. Essas
substancias sdo responsaveis por dar cor as roupas, papéis, casas ou carros, € outros
objetos, em seus mais diferentes tons. O uso de corantes pelo homem tem mais de 4.000
anos. Foram encontrados vestigios de tecidos em mumias egipcias datadas de 2.500
anos atrds com pigmentos coloridos. Até mesmo inscricdes rupestres encontradas em
cavernas e rochas foram feitas por meio da utilizagdo de pigmentos (IMMICH, 2006;

ROYER, 2008).
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Existem diferengas fundamentais entre corantes e pigmentos. Segundo a The
Ecological and Toxicological Association of Dyes and Organic Pigment Manufacturers

(ETAD) (COLOUR INDEX, [201-]), os corantes sao:

Substancias orgénicas intensamente coloridas ou fluorescentes apenas,
que conferem cor a um substrato por absor¢do seletiva de luz. Séo
soliiveis e/ou passam por um processo de aplicagdo que, pelo menos
temporariamente, destroi qualquer estrutura cristalina por absorcao,
solu¢do e retengdo mecanica, ou por ligagdes quimicas idnicas ou
covalentes.

A Color Pigment Manufacturers Association (CPMA) (COLOUR INDEX, [201-

]) define pigmentos como:

Soélidos organicos ou inorganicos particulados coloridos, pretos,
brancos ou fluorescentes que sdo usualmente insoliiveis no meio ou
substrato em que sdo incorporados, ndo sendo afetados fisicamente e
quimicamente. Eles alteram a aparéncia por absor¢ao seletiva e/ou por
espalhamento de luz. Os pigmentos sdo normalmente dispersos em
meios ou substratos para aplicagdo, como por exemplo na producao de
tintas, plésticos ou outros materiais poliméricos. Os pigmentos retém
uma estrutura de cristal ou particulas durante todo o processo de
coloragao.

Segundo Immich (2006), no inicio, os corantes eram obtidos de fontes naturais e
uso de corantes artificiais so iniciou em 1856. Ainda assim, muitos dos corantes naturais
utilizados na antiguidade ainda sdo empregados, € em larga escala, como o colorau, um
pigmento vermelho, extraido de planta (Bixa orellana) ¢ a hena (extraida da planta
Lawsonia inermis), utilizada na industria de cosméticos.

A maior parte dos corantes fabricados vai para a industria téxtil, no entanto,
industrias de artefatos de couro ou de papel, alimenticias, de cosméticos, tintas e
plasticos também sdo usuarios importantes. O uso de corantes sintéticos € preferido por
essas industrias por apresentarem menores custos de produg¢do e maior estabilidade
quando comparado aos naturais. Atualmente, mais de oito mil compostos diferentes sao
comercializados (IMMICH, 2006; SOUZA, 2012).

Nos ultimos anos, o uso de inimeros corantes em alimentos tem sido proibido
por legislacdes de paises especificos, iniciando-se uma nova tendéncia com a
substituicdo dos corantes sintéticos pelos naturais (SOUZA, 2012). No Brasil, a
Resolugdo n°® 387, de 5 de agosto de 1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), regulamenta o wuso de aditivos alimentares, dentre eles
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corantes, estabelecendo suas funcdes e limites maximos de acordo com as categorias de
alimentos, com vistas a minimizar os riscos a saide humana.

De acordo com Fleck (2011), a industria téxtil utiliza aproximadamente 10.000
diferentes tipos de corantes e em torno de 50% de todos corantes usados sdo do tipo azo,
sendo muitos desses altamente perigosos. A escolha do corante a ser empregado pela
industria téxtil ¢ influenciada de acordo com a natureza da fibra téxtil (seda, algodao,
viscose, entre outras), caracteristicas estruturais do corante e da fibra, classificacdo e
disponibilidade do corante para aplicacdo, propriedades de fixagdo, custo econdmico,
etc (GUARATINI, ZANONI, 2000).

Nao ha legislagdes para o uso de corantes na industria téxtil no Brasil, no
entanto, a Diretriz 2004/21/CE vem sendo cumprida por industrias que exportam
produtos para a Unido Europeia, proibindo a colocagcdo no mercado europeu de artigos
acabados com téxteis e/ou couro, em quaisquer partes tingidas com corantes azoicos que
possam liberar determinadas aminas aromaticas, detectadas em concentragdes
superiores a 30 ppm, conforme métodos de ensaio estabelecidos. Esta Diretriz tem
como principal objetivo proteger a saude da populagcdo europeia que, numa exposi¢cao
prolongada a estas substancias, se tornaria suscetivel a contrair cancer (INMETRO,

2012).

3.1 Corantes naturais

Segundo a Resolugdo da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para
Alimentos (CNNPA) n°® 44 de 1977, um corante organico natural ¢ aquele obtido a
partir de um vegetal ou, eventualmente, de um animal, cujo principio ativo tenha sido
1solado com o emprego de processos tecnologicos adequados.

Dessa maneira, as principais fontes para obtengdo de corantes naturais sdo as
plantas (folhas, flores e frutos), animais e microrganismos (principalmente, fungos e
bactérias) (MENDONCA, 2011), podendo ser extraidos apenas por processos fisico-
quimicos (dissolucdo, precipitagdo, entre outros) ou bioquimicos (fermentagdo) da
matéria-prima de origem (ARAUJO, 2007).

Em industrias téxteis, de forma geral, o processo convencional de tingimento
utilizando corantes naturais ¢ feito a partir de um banho 4acido, neutro ou basico,

dependendo da natureza quimica do corante e da fibra téxtil utilizada. Entretanto, antes
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de ser tingido, o tecido precisa ser limpo, branqueado ou tratado quimicamente. Com a
experiéncia, artesdos aplicam diferentes técnicas e processos especificos para cada
tecido, alcangando diferentes tons e cores (SAMANTA, AGARWAL, 2009).

Segundo Bobbio e Bobbio (1992 apud CONSTANT, STRINGHETA, SANDI,
2002) os corantes naturais podem ser divididos em trés grupos principais: a) Os
compostos heterociclicos, com estrutura tetrapirrélica, que compreendem o heme, as
bilinas encontradas em animais e as clorofilas (Figura la), que sdo os pigmentos
naturais mais abundantes presentes nas plantas ¢ ocorrem nos cloroplastos das folhas e
em outros tecidos vegetais; b) Os compostos de estrutura isoprendide, representados
pelos carotendides (Figura 1b) sdo um dos grupos de pigmentos naturais mais
extensamente encontrados na natureza, principalmente em animais e vegetais, sendo
responsaveis pela coloracdo do amarelo ao vermelho de flores, folhas, frutas e algumas
raizes; e c¢) Os compostos heterociclicos contendo oxigénio, como as antocianinas
(Figura 1c¢), encontradas unicamente em vegetais e responsaveis pela coloracdo laranja,

vermelha e roxa, sendo utilizada como corante alimenticio desde 1880 (SOUZA, 2012).

Figura 1 - a) Estrutura quimica da antocianina; b) Estrutura dos carotenoides; c)
Estrutura quimica da Clorofila a e Clorofila b.
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Um corante extraido de plantas, que ¢ amplamente utilizado até hoje € o indigo
(Figura 2). Ele possui uma coloragdo azulada e ¢ extraido principalmente da planta
Indigofera trictoria, na qual o composto colorante esta presente nas folhas, sob a forma
de uma substancia amarelada. E produzido pela fermentagdo das folhas frescas, que gera
uma massa azul pronta para ser utilizada. Entretanto, apesar de haver sido tao utilizado
no passado, o corante natural indigo entrou em declinio apds ser sintetizado pela BASF

em 1987, sendo utilizada apenas a sua forma sintética (SAXENA, RAJA, 2014).

Figura 2 - Formula estrutural do corante natural indigo.

Fonte: SAXENA, RAJA (2014).

No caso dos corantes de origem animal, os insetos sdo a fonte principal, com
coloracdo geralmente avermelhada. O corante mais antigo, a purpura tiria, ¢ uma
excecdo a regra, ele gera uma coloracdo purpura intensa nos tecidos, produzido da
secrecdo do molusco marinho Murex. Por ser extremamente caro, era um simbolo de
realeza, isso porque centenas de moluscos sdo necessarios para produzir um grama do

corante (SAXENA, RAJA, 2014).

3.2 Corantes sintéticos

Em 1856, W. H. Perkin sintetizou a malveina, conhecida como anilina roxa,
surgindo assim os corantes sintéticos (MENDONCA, 2011) (Figura 3). A partir dessa
descoberta, varios corantes passaram a ser sintetizados e designados como corantes
artificiais ou corantes sintéticos, os quais eram utilizados nos alimentos com a
finalidade de conferir cor ou repor a cor natural, perdida durante os processos de

industrializacdo e/ou estocagem (MASCARENHAS, 1998).
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Figura 3 - a) Foto de Willian Henry Perkin; b) Flor de Malva; c) Corante descoberto
em 1856; d) Molécula de Malveina.

Fonte: BARROS. BARROS (2010).

A Resolucdo CNNPA n°® 44 de 1977 também diz que um corante organico
sintético ¢ aquele obtido por sintese organica e ndo encontrado em produtos naturais,
sendo ele elaborado sinteticamente com estrutura quimica semelhante a do principio
isolado do corante organico natural.

Os corantes sintéticos podem ser utilizados para o tingimento de diversos
produtos como por exemplo: artefatos de couro, papel, cosméticos, tintas, plasticos e
principalmente alimentos e tecidos.

Na industria alimenticia, os corantes t€m fun¢ao de conferir ou intensificar a cor
de alimentos e bebidas, sendo eles inofensivos a saide desde que obedecidos limites
maximos de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) recomendada pela Anvisa (FREIRE et al.,
2015). Em seu estudo, Freire et al. (2015), apontou alguns corantes organicos artificiais
encontrados em preparados solidos para refrescos (PSRs), sendo os mais encontrados:
tartrazina e amarelo crepusculo; e, o inorganico mais presente foi o didxido de titanio.
Uma elevada e frequente ingestao didria desses compostos, pode resultar em efeitos
toxicos ao organismo humano. Por exemplo, o corante tartrazina que tem sido apontado
como o responsavel por varias reagdes adversas, causando desde urticaria até asma.
Estima-se que uma em cada 10 mil pessoas apresenta reagdes a esse corante. Contudo, a

tartrazina ¢ um dos corantes mais empregados em alimentos e € permitido em muitos
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paises, como Canadd, Estados Unidos e Unido Europeia (ZANONI, YAMANAKA,
2016; INSTITUTO BRASILEIRO DE DEFESA DO CONSUMIDOR, 2017).

Os alimentos que recebem a maior quantidade de corantes artificiais sdo os
processados a base de cereais, balas, caramelos e similares, coberturas e xaropes,
geleias, gomas de mascar, iogurtes e leites aromatizados, licores, refrigerantes, produtos
de frutas, legumes e outros ingredientes para uso em iogurtes, queijo tipo petit-suisse e
similares (GOMES, 2012). O uso dessas substancias ndo ¢ totalmente inofensivo a
saude, podendo produzir reagdes adversas. Por isso, das centenas de corantes existentes,
atualmente a ANVISA permite o uso de apenas onze deles, sendo: amaranto, vermelho
de eritrosina, vermelho 40, ponceau 4R, amarelo creptsculo, amarelo tartrazina, azul de
indigotina, azul brilhante, azorrubina, verde rapido e azul patente V (VELOSO, 2012;
VOGLER, 2009).

Na industria téxtil, existe uma variedade muito grande de corantes que sdo
utilizados. Segundo Guaratini e Zanoni (2000) os corantes téxteis podem ser
classificados de acordo com a sua estrutura quimica ou de acordo com o modo pelo qual
ele ¢ fixado a fibra téxtil. Segundo a fixagdo, eles podem ser classificados como
corantes reativos, diretos, azoicos, acidos, a cuba, de enxofre, dispersivos, pré-
metalizados e branqueadores. O Quadro 1 apresenta os tipos dos corantes e suas

principais caracteristicas.
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Quadro 1 - Tipos de corantes e suas principais caracteristicas.

Principais caracteristicas

Reativos

Diretos

Azoicos

Acidos

a Cuba

de Enxofre

Dispersivos

Pré-metalizados

Branqueadores

Apresentam alta solubilidade em agua e estabelecem uma ligacao
covalente entre o corante e a fibra, garantindo uma melhor
estabilidade na cor do tecido tingido.

Sdo compostos soluveis em agua capazes de tingir fibras de
celulose, como algodao e viscose, por meio das interagdes de Van
der Waals. Uma vantagem dos corantes diretos, como por exemplo,
o vermelho congo, ¢ o alto grau de exaustdo durante a sua
aplicagdo, resultando na diminui¢@o dos rejeitos.

Sdo compostos coloridos insoluveis em &agua e diretamente
sintetizados sobre a fibra durante o tingimento. O seu método de
tingimento permite uma alta fixacdo e alta resisténcia contra a luz e
umidade. Existe uma alta variedade de corantes nesta categoria,
entre eles o vermelho de metila, alaranjado de metila, fast blue RR,
crisoidina € marrom bismark.

Quando previamente neutralizado, o corante liga-se a fibra por
meio de uma troca idnica envolvendo o par de elétrons livres dos
grupos amino e carboxilato das fibras proteicas, na forma nao-
protonada.

Apresenta uma produgdo quimica de hidrossulfito de sddio no
processo de tingimento, podendo causar problemas ecoldgicos.
Tem como melhor aplicagdo a tintura de algodao.

Sdo muito utilizados na tintura de fibras celuldsicas, nas cores
preto, verde oliva, azul marinho e marrom. Entretanto, assim como
os corantes a cuba, eles geram residuos altamente toxicos.
Geralmente sdo utilizados para a pintura de fibras sintéticas, como
nylon, polyester e poliacrilonitrila.

Sdo adequados para fibras proteicas e poliamida, porém possuem
alta carga de cromo (Cr) nas dguas de rejeito.

Proporcionam o branqueamento pela reflexao por fluorescéncia na
regido de 430 a 440 nm, quando excitados por luz ultravioleta.

Fonte: Adaptado de GUARATINI, ZANONI (2000).
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3.2.1 Corantes azoicos

Os azocorantes ou corantes azoicos s30 compostos que possuem o grupo azo, (-
N=N-) ligado a grupos aromaticos quaisquer, resultando na estrutura basica (Ar-N=N-
Arl) (Figura 4), em que Ar e Arl correspondem ao grupo aromatico escolhido
(GEMACOM, 2009). Dependendo da quantidade de ligagdes duplas N=N presentes na
molécula do corante, muda a nomenclatura adotada. Por exemplo, caso o corante tenha
apenas uma ligacdo N=N, ¢ chamado de monoazo, enquanto que se possuir duas, trés ou

varias ligagdes € nomeado diazo, triazo e poliazo, respectivamente (LEAL, 2011).

Figura 4 - Formula estrutural basica de um corante azoico.

Fonte: http://www.pysanky.info/Chemical Dyes/History.html

Geralmente, o grupo azo ¢ ligado a um anel naftaleno e um benzeno, mas em
alguns casos pode ser ligado a grupos alifaticos ou heterociclicos aromaticos. Esses
grupos laterais, chamados de Ar e Arl, juntamente com a posi¢do que ocupam no anel
aromatico, o numero de ligacdes azo e o tipo de anel, sdo os responsdveis pela
solubilidade e pela coloracao (LEAL, 2011), alcangando o amarelo, laranja, vermelho,
marrom ¢ azul (SALEM, MARCHI, MENEZES, 2005). Como exemplo de azocorantes
com as cores citadas, tem-se o amarelo de metila, alaranjado de metila, vermelho de
metila, marrom bismark e fast blue RR. Essa variedade de cores e tons torna o uso dos
azocorantes por parte das industrias téxteis, de papel, plasticos, cosméticos, alimentos,
ceras e outras, ainda mais aplicado (SALEM, MARCHI, MENEZES, 2005).

A sintese dos corantes azoicos ¢ realizada mediante dois estagios de reagdo: a
diazotacdo e o acoplamento azo (GEMACOM, 2009), sendo essas reacdes observadas
na Figura 5. Na diazotacdo, aminas aromaticas (Ar-NH»2) reagem, por exemplo, com o
nitrito de sédio (agente de acomplamento), em meio &cido, formando um sal de
diazénio (Ar-N=N). Este sal ¢ utilizado na reacdo de acoplamento com aminas

aromaticas e fenois (ArlH) dando origem aos compostos azo (Ar-N=N-Arl), sendo
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estes insoluveis em agua (GOMES et al., 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010).

Figura 5 - Processos de diazotagdo e acomplamento azo.

A-NH, + HNO, + HCl —» A:NSN + CF + 2H0

1
H3C\. Kj, CH3 H3C\ N,r CH3 HSC\. N/ CH3
' /4 cl~
o — € —
N'\ﬁ A B ‘E
=N—-Ar
o N H N=N-Ar N=N- Ar
CORANTE AZO

Fonte: BRONDANI (2017).

Os azocorantes sdo especialmente indicados para a tintura de fibras celulésicas,
ou seja, algoddo, seda, celofane, linho e papel, todos altamente hidrofilicos e, por essa
razao, requerem corantes também hidrofilicos para a sua tintura. Além disso, corantes
devem ser projetados para manter a afinidade quando o substrato for exposto a agua.
Isso permite que a cor permanega intacta quando, por exemplo, uma peca de roupa €
lavada ou quando uma xicara de café¢ ¢ derramada sobre uma folha de papel com
informagdo impressa. A facilidade com a qual fibras celuldsicas, como tecidos de
algodao, desbotam levou ao desenvolvimento de cada vez mais e melhores azocorantes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Atualmente, uma enorme quantidade de corantes ¢ utilizada na industria téxtil
devido ao fato das leis ao redor do mundo para os corantes aplicados em roupas nao
serem nada rigidas, deixando a escolha dos corantes utilizados a margem das
preferéncias industriais, baseando-se em fatores como tons alcangados e fixagao da cor.
Considerando isso, ¢ muito dificil listar todos os corante téxteis, porém alguns podem
ser simplificados: reactive black 5, procion red MX-5B, disperse blue 373, disperse
orange 37, disperse violet, direct blue 15 e ponceau BS (CHEQUER et al., 2013).

Outro uso que nao ¢ tdo amplo, mas que também pode ser citado ¢ o do uso dos

corantes em laboratérios. O alaranjado de metila e o vermelho de metila sdo muito
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utilizados como indicadores de pH e o fast blue RR esta sendo utilizado em estudos para
identificacdo precoce de feridas infeccionadas (SCHIFFER et al., 2015).

Sendo assim, para este estudo, foram utilizados os azocorantes alaranjado de
metila, vermelho de metila e fast blue RR devido ao seu amplo uso na industria téxtil,

laboratorios, entre outros.

A) Alaranjado de metila

O alaranjado de metila (Figura 6), além de ser utilizado na industria téxtil, € um
indicador de pH (CADORIN, 2012) frequentemente utilizado em titulagcdes acidas
devido a sua clara mudanga de coloragdo, se tornando vermelho em solu¢des com pH
abaixo de 3,1 e amarelo em solugdes acima de 4,4 (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHONOLOGY INFORMATION, 2017).

Figura 6 - Representagéo da estrutura quimica do alaranjado de metila.

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/275051154 fig2 Fig-2-Structures-of-Azo-
Dyes-and-Compounds-Tested-Direct-Blue-15-represents-a-high

O alaranjado de metila € um corante azoico, com aparéncia de po fino laranja em

condi¢des normais de temperatura e pressao. Suas propriedades fisicas podem ser

visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisicas do alaranjado de metila.

Caracteristicas Propriedades

Formula molecular C14H14N3NaO3S

Massa molecular 32,334 g/mol

Ponto de fusio 300 °C
Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR BIOTECHONOLOGY INFORMATION
(2017).
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O corante ¢ produzido pela reagdo entre o sal de diazonio do acido sulfanilico
com a dimetilanilina. O produto obtido ¢ entdo convertido a uma forma de sal de sddio.
O primeiro passo ¢ a diazota¢do, no qual o sulfanilato de sédio formado reage com
nitrito de s6dio em presenca de acido cloridrico, formando o sal de diazonio. Em
seguida, ocorre a reagdo de acoplamento do diazonio, que reage com a N,N-
dimetilanilina para formar o corante azoico acido (BRONDANI, 2017).

O méximo comprimento de onda do alaranjado de metila no espectro do visivel
¢ de 466 nm (LJUBAS, SMOLJANIC, JURETIC, 2015). O espectro de absor¢do

completo pode ser vista na figura 7.

Figura 7 - Espectro de UV-VIS para solucao aquosa do alaranjado de metila, com
concentragio de 1,0 x 10 M.
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Fonte: MAINYA, TUM, MUTHOKA (2013).

B) Vermelho de metila

O vermelho de metila (Figura 8) ¢ um corante industrial e indicador de pH
(CADORIN, 2012) que se torna vermelho em solu¢des com pH abaixo de 4,4 e amarelo
em solucdes acima de 6,2 (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHONOLOGY
INFORMATION, 2017).
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Figura 8 - Representagdo da estrutura quimica do vermelho de metila.

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/275051154 fig2 Fig-2-Structures-of-Azo-
Dyes-and-Compounds-Tested-Direct-Blue-15-represents-a-high

Assim como o alaranjado de metila, o vermelho de metila também ¢ um corante
azoico e em seu estado so6lido normal ¢ um péd cristalino vermelho escuro. Suas

propriedades fisicas podem ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Propriedades fisicas do vermelho de metila.

Caracteristicas Propriedades
Férmula molecular Ci5H1sN302
Massa molecular 269,304 g/mol
Ponto de fusiao Entre 179 ¢ 182° C
Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR BIOTECHONOLOGY INFORMATION
(2017).

O vermelho de metila ¢ obtido pela diazotagdo do acido antranilico com N,N-

dimetilanilina, como pode ser visto na imagem Figura 9.

Figura 9 - Rea¢ao de sintese do vermelho de metila.
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Fonte: http://en.academic.ru/dic.nsf/enwiki/1179251

Além do seu uso como indicador de pH em titulacdes e como corante téxtil, &

amplamente utilizado na microbiologia no chamado teste do vermelho de metila, no


https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl_red#cite_note-3
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qual sao identificadas bactérias produtoras de acidos pela fermentacdo da glicose, as
chamadas enterobactérias (REMEL, 2012).

O teste funciona da seguinte forma: todas as enterobactérias sdo fermentadoras
de glicose, o que resulta na formacao de subprodutos &cidos. Apos um curto periodo de
incubagdo (48h), todas apresentardo uma reagdo positiva para o vermelho de metila caso
sejam testadas, porém com a continuacdo da incubagdo (entre 2 e 5 dias), apenas
algumas bactérias continuardo produzindo acidos, mantendo o pH baixo e a coloragdo
vermelha (“vermelho de metila positivas™), enquanto outras metabolizam os produtos da
fermentagdo, o que resulta em um pH neutro e coloragdo amarelada (“vermelho de
metila negativas”) (REMEL, 2012).

O maximo de absorcdo do corante vermelho de metila ocorre proéximo ao
comprimento de onda de 450 nm considerando um pH médio (KHOURI, et al. (2013). A

Figura 10 mostra a curva espectral do corante considerando os pHs 7,27 e 3,61.

Figura 10 — Espectro de absor¢do do vermelho de metila para as formas basica (1) e
neutra (2) para a concentragdo 1,537 x 105 mol/dm’.
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Fonte: Adaptado de KHOURI, et al. (2013).

C) Fast Blue RR

O azocorante fast blue RR (Figura 11) ¢ uma variacdo do corante fast blue B.
Apesar do fast blue RR ser menos sensivel, mais lento na dissolu¢gdo em agua e no

desenvolvimento da cor, ele apresenta menos riscos na sua utilizagdo ja que ndo contém
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aminas livres residuais, que sdo carcinogénicas (SAMPIETRO, VATTUONE, CATALAN,
2009).

Figura 11 - Férmula molecular do fast blue RR.

H3C< o
o NH2
N
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Fonte:

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/201545?1ang=pt&region=BR
Em seu estado solido natural, o corante fast blue RR, se apresenta na forma de
po cristalino de coloragdo azul escura. Suas propriedades fisicas podem ser visualizadas

na Tabela 3.

Tabela 3 — Propriedades fisicas do fast blue RR.

Caracteristicas Propriedades

Formula molecular C30H28Cl14NsO¢Zn

Massa molecular 775,77 g/mol
Ponto de fusiao Entre 165 e 168°C
Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION
(2017).

O sal fast blue RR ¢ comumente utilizado para a detec¢do de atividades de
esterases e fosfatases alcalina em andlises colorimétricas e histoquimicas. Nessas
reagdes, que ocorrem em meio basico € que demoram apenas alguns minutos para a
formagado dos compostos coloridos, derivados de naftilo sdo aplicados como substratos e
a liberagdo enzimatica de naftol ¢ seguida de uma reagdo de acoplamento com um sal de
diazdnio, como o fast blue RR (SCHIFFER et al., 2015).

Sua aplicacao pode ser na determinacao das esterases como ativadores de pro-
farmacos no tratamento do cancer de prostata ou para detectar a presenca de
alquilresorcindis (lipidios fenolicos com reconhecida agdo antimicrobiana) em cereais

integrais (SCHIFFER et al., 2015).
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O fast blue RR apresenta um comprimento de onda maximo no espectro visivel
em 382 nm (GRASSI et al, 2011) e apesar do grafico (Figura 12) mostrar o
comportamento espectral do corante sob influéncia de diferentes substancias, havendo o
deslocamento da banda de absor¢do, nota-se que apresenta um Unico maximo de

absorc¢ao central.

Figura 12 - Espectro de UV-VIS do fast blue RR em solug@o com metanol (linha
continua), butanol basificado com K>COs (linha tracejada) e metanol basificado com K»>COs
(linha pontilhada).
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Fonte: SAMPIETRO, VATTUONE, CATALAN (2009).

3.3 Consequéncias do uso de corantes

Diariamente, grandes quantidades de efluentes contendo corantes téxteis sdo
despejados em corpos d"agua (MEEHAN et al., 2000). H4 uma estimativa de que 20% a
50% da carga dos corantes seja descartada em efluentes, devido as perdas que ocorrem
durante o processo de fixa¢do da tintura as fibras do tecido, representando um grande
problema ambiental enfrentado pelas industrias (GUARATINI, ZANONI, 2000;
OLIVEIRA, SOUZA, 2003; FLECK 2011).

Guaratini e Zanoni (2000) e Royer (2008) explicam que, mesmo em pequenas
concentragdes, como 1 mg L', os corantes sdo facilmente visiveis a olho nu, ou seja,
uma pequena quantidade lancada em efluentes aquaticos pode alterar a coloracdo dos
rios e também ser prontamente percebido pela populacdo ou pelas autoridades que

controlam os assuntos ambientais.
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A cor no efluente liquido dificulta a fotossintese e modifica o regime de
solubilidade dos gases, além da aparéncia estética, causando efeitos deletérios tanto para
a flora quanto para a fauna aquatica (SILVA, 2011). Do ponto de vista ambiental, a
remogao da cor do efluente gerado na etapa de tingimento do tecido ¢ um dos grandes
problemas do setor téxtil. A quantidade exata de corantes produzidos e corantes
despejados no meio ambiente ¢ desconhecida, porém calcula-se uma produ¢ao mundial
de cerca de 10.000 t/ano (FORGACS et al., 2004).

Zanoni e Yamanaka (2016) afirmam que os corantes tém potencial para causar
efeitos adversos, como por exemplo a morte ¢ o atraso na regeneragao de organismos
aquaticos. A contaminagdo por corantes em sistemas aquaticos também atribui
caracteristicas visuais e organolépticas diferentes das de sistema de dgua potavel, pois
provoca uma altera¢do na coloracdo da agua bem como na sua transparéncia, impedindo
a utilizagdo da populagdo para consumo além de outros usos (ROYER, 2008).

Ha também o risco de uma eventual bioacumulacdo nos organismos que entram
em contato com essa substancia e, caso o corante seja altamente soluvel, pode haver o
seu transporte ao longo do corpo hidrico até uma regido de captacdo de 4gua, onde ndo
ha tratamento especifico para esse tipo de composto, que pode chegar a populagdo.
Além da poluicdo dos recursos naturais, outra preocupacdo sido os efeitos que estas
substancias liberadas no ambiente podem trazer a satde humana (BABA, ROSADO,
ZONETTI, 2009). Os efeitos sobre a ecotoxicidade aquatica de corantes para

organismos de dgua estdo resumidos no Quadro 2.
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Quadro 2 - Dados de ecotoxicidade de alguns corantes.

Classe
Corante Uso Organismo Efeito observado
Quimica
Acid Red 26 Téxtil Azo Danio rerio Mortalidade da larva
Daphnia similis Imobilidade
Acid Orange 7 Téxtil Azo
Ceriodaphnia dubia | Inibi¢ao da reprodugao
_ _ ' Selenastrum o ‘
Disperse Blue 3 | Téxtil | Antroquinona ) Inibi¢do do crescimento
capricornutum
o Mortalidade dos
Daphnia similis Eilh
t
Food Red 17 | Alimento Azo HHoTes
Ceriodaphnia dubia = Mortalidade de Adultos
Remazol ' Selenastrum N
. Téxtil | Antroquinona ) Imobilidade
Brilhante Blue capricornutum

Fonte: Adaptado de ZANONI, YAMANAKA (2016).

Por apresentarem uma alta solubilidade na 4gua e uma baixa degradabilidade
(CUNHA, 2014), os corantes sdo extremamente problematicos, apresentando efeitos
genotdxicos nos organismos. Os efluentes liquidos das industrias téxteis e alimenticias,
quando ndo tratados apropriadamente, antes de serem lancados nos corpos d’agua, sdo
altamente poluidores, devido a presenca de diversos compostos quimicos utilizados na
confeccao do tecido, por exemplo. No entanto, esses efluentes sdo compostos,
principalmente, por corantes, sendo eles os principais contaminantes dos efluentes
destas industrias (OLIVEIRA, SOUZA, 2003).

A exposi¢do e/ou ingestdo oral a essas substancias colocam em risco a saude de
todos 0s organismos vivos, pois os compostos dos corantes tem potencial para serem
catalisados por enzimas especificas dos organismos, podendo gerar substancias com
propriedades carcinogénicas e mutagénicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010).

Um grande problema ¢ que esses efluentes, além dos corantes, também possuem
surfactantes, aditivos, alcalis e cloreto de sodio (BALAMURUGAN,
THIRUMARIMURUGAN e¢ KANNADASAN, 2011), resultando em efluentes com

forte coloracdo, grande quantidade de sélidos suspensos, pH altamente flutuante,
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temperatura elevada, grandes concentragdes de altos valores de Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) (NAGEL-HASSEMER et al., 2012).

Usualmente as industrias utilizam métodos quimicos para analisar os efluentes
gerados nos seus processos, evitando uma possivel contaminagdo dos corpos hidricos.
Porém, a Sociedade Americana de Quimica, descreve que existem cerca de 10 milhdes
de substancias quimicas, sendo 70 mil de uso cotidiano, mas apenas 2 mil com seus
aspectos ecotoxicologicos conhecidos. Assim, torna-se necessaria a verificacao da agdo

destas substancias no meio ambiente por meio de testes para verificar a sua toxicidade

(JERONIMO et al., 2015).

3.4 Tratamentos mais utilizados para efluentes liquidos com corantes

Os processos destinados ao tratamento de efluentes liquidos industriais
objetivam a transformagdo das espécies responsaveis pela poluicao, em formas indcuas
que nao oferecam riscos de impacto ambiental (PEREIRA et al., 2010).

Hé4 uma busca constante para novas técnicas de tratamento de efluentes que
possuem compostos coloridos devido a complexidade e dificuldade para o tratamento
eficaz de efluentes de industrias téxteis, alimenticias, € outras industrias em geral.

Por ndo existir um método padrdo de tratamento de efluentes com corantes,
segundo Guaratini e Zanoni (2000), a melhor escolha depende do tipo de corante a ser
removido, sua composi¢ao, concentracao e fluxo de producao do rejeito.

Dessa forma, uma visao moderna com relacdo a efluentes industriais deve estar
baseada ndao somente no tratamento deste (tecnologias “end of pipe”) e sim na busca
constante da minimizacdo de residuos gerados recorrendo a tecnologias limpas, ou seja,
o pensamento deve se voltar para a fonte do efluente dentro da fabrica e ndo somente
como resolver o problema apos sua geragdo (KUNZ et al., 2002).

Os principais métodos de tratamento disponiveis na literatura para descoloracio
das aguas de rejeito envolvem principalmente processos fisico-quimicos e biologicos

(IMMICH, 2006; ROYER, 2008; ZANELLA et al., 2010).
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3.4.1 Tratamentos fisico-quimicos

Para o tratamento desses efluentes, os métodos fisico-quimicos sdo os mais
utilizados, entre eles podem ser citados os Processos Oxidativos Avangados (POAs)
para a degradacdo de compostos recalcitrantes e os processos fotoquimicos para
degradar compostos toxicos para CO, e H2O (MORAES, FREIRE e DURAN, 2000).

Os tipos de tratamento fisico-quimicos incluem coagulacdo, floculacao,
oxidagdo fotoquimica (H20,/UV), ozonizagdo, troca idnica, irradiagdo e adsor¢do
(VASQUES et al., 2011). Esses métodos tém diferentes capacidades de remogao de cor,
custos e rapidez de operagdo (PEIXOTO, MARINHO ¢ RODRIGUES, 2013). Muitas
destas técnicas quimicas sdo geralmente caras e, embora o corante seja removido, a
acumulagdo de lodos concentrados cria um problema de tratamento de residuos. Existe
também a possibilidade de um problema de poluicdo secundaria aparecer devido ao
excessivo uso de produtos quimicos (IMMICH, 2006).

Todos os métodos t€ém suas vantagens, como a eficiente remog¢do de cor e
desvantagens, como a gerac¢do de lodos concentrados de polui¢do secundéria. Devido ao
alto custo, muitos dos métodos convencionais de tratamento de efluente ndo sdo

aplicados em larga escala pela industria téxtil (IMMICH, 2006).

3.4.2 Tratamentos biologicos

Apesar de existirem formas fisicas e quimicas de tratamento de efluentes téxteis,
os microrganismos tém sido intensamente estudados com a finalidade de remover
compostos toxicos do meio ambiente (SOUZA, ROSADO, 2009).

Os tratamentos bioldgicos podem ser aerdbios ou anaerdbios, ou uma
combinacdo de ambos, dependendo do tipo de microrganismo empregado
(BALAMURUGAN, THIRUMARIMURUGAN e KANNADASAN, 2011), sendo
entdo uma alternativa mais econdmica para a degradacdo dos efluentes téxteis quando
comparados com os métodos fisico-quimicos.

Os processos biologicos utilizados com maior frequéncia estdo representados
pelos sistemas de lodos ativados (KUNZ et al., 2002), sendo necessaria a aplicagdo de
tratamentos adicionais para a reducdo da cor (AMORIM, LEAO ¢ MOREIRA, 2009).
No entanto, esse processo apresenta um grande problema, pois ¢ bastante suscetivel a

composicao do efluente, além de gerar um grande volume de lodo (KUNZ et al., 2002).
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Os tratamentos biologicos convencionais costumam ter aplicagdes mais restritas,
devido a varios fatores que influenciam nos microrganismos que sdao limitados pela
sensibilidade a variacdes de climaticas bem como a toxicidade de alguns produtos

quimicos, além de requerer uma area extensa (ROYER, 2008).

3.5 Utilizacao de microrganismos na remoc¢ao de corantes

Muitos estudos tém se voltado para o uso de microrganismos capazes de
degradar corantes em residuos industriais. Entre os microrganismos implicados com a
descoloracdo de corantes téxteis estdo as bactérias, fungos, algas e mais recentemente os
consorcios de culturas de bactérias (BANAT et al.,, 1996, apud ROSOLEN et al.,
2004).

Os corantes téxteis sdo relativamente resistentes a agdo microbiana, desta forma,
ndo ¢ surpresa que apenas uma pequena parte seja degradada nos sistemas de
tratamento, j& que estes corantes sdo projetados para resistir ao processo (YESILADA,
ASMA, CING, 2003). No entanto, alguns microrganismos anaerdbios sdo bons na
degradagdo de alguns corantes.

O uso de bactérias ¢ uma alternativa interessante, pois sdo culturas faceis e de
rapido crescimento, capazes de metabolizar compostos clorados, contaminantes
orgdnicos e mineralizar algumas substincias quimicas (BALAMURUGAN,
THIRUMARIMURUGAN, KANNADASAN, 2011). Contudo, os substratos utilizados
para o seu desenvolvimento em laboratorio ndo sdo adequados para a aplicag@o in Situ
(CETIN, DONMEZ, 2006).

Existem trés principais mecanismos que ocorrem no processo de remogao de
corantes de efluentes téxteis por microrganismos: biossor¢do, bioacumulagdo e
biodegradacao (PEIXOTO, MARINHO, RODRIGUES, 2013).

Conforme Peixoto, Marinho e Rodrigues (2013), as espécies fungicas tem
ganhado destaque no tratamento biologico de efluentes com microrganismos por serem
bastante versateis, sendo utilizados no tratamento de uma grande variedade de tipos de
corantes e apresentarem diferentes mecanismos de remog¢do de cor. Como exemplo
disso, tem-se os fungos do género Aspergillus, que possuem grande potencial para
tratamento de 4guas residudrias com corantes, sendo utilizados como indculo de reatores

e funcionando pelo mecanismo de biossor¢ao (RODRIGUES, 2006).
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3.5.1 Biossor¢ao e bioacumulac¢ao

A biossor¢do pode ser definida como uma ligagdo do soluto a biomassa por meio
de uma alternativa que nao envolve transporte de energia metabolica (KAUSHIK e
MALIK, 2009). E uma alternativa que tem ganhado importante destaque no cenario de
remocao de poluentes emergentes (ALMEIDA, 2008).

Em um estudo, Almeida (2013) avaliou a biossor¢do dos azocorantes téxteis
Acid Blue 161 e Procion Red MX-5B em solu¢dao simples e solucdo bindria pelos
fungos filamentosos Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Rhizopus oligosporus, em
que o fungo que apresentou maior capacidade de descoloragdo das solugdes foi o A.
niger, sendo mais eficaz do ponto de vista toxicoldgico, pois a remogao de cor ocorreu
sem ocasionar grandes alteracdes moleculares no meio, ou seja, ndo houve formagao de
metabolitos com potencialidade toxica.

Segundo Kiran, Akar e Tunali (2005), o uso de microrganismos inativos na
biossor¢do pode ser vantajoso em relagdo ao uso de microrganismos vivos. Isso porque
0s microrganismos inativos ndo sofrem limitacdes devido a toxicidade do meio e ndo
necessitam de a renovacdo do meio de cultura.

Um mecanismo variante da biossor¢do ¢ a bioacumulagdo. Nesse processo
ocorre a acumulacdo do corante na célula do microrganismo em crescimento ativo,
sendo mediado pela biossor¢do inicial, independente do metabolismo, seguido da
posterior acumula¢do do corante no citoplasma da célula, dependente do metabolismo
(BURATINI, BRANDELLI, 2008).

O Quadro 3 apresenta alguns exemplos de espécies fungicas e os mecanismos

utilizados para a degradacdo de determinados corantes.
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Quadro 3 - Aplicacdo de fungos na remocgédo de corantes industriais por processos de
biossorcao e bioacumulagao.

Espécie Corante Mecanismo
Trichoderma sp. Acid Brilliant Red B Bioacumulagao
P. oxalicum Reactive Blue 21 Bioacumulagédo
_ Direct Blue 199 Biossorcdo
A. niger
Reactive Black 5 Bioacumulacao
A. filiculoides Basic Orange Biossor¢ao
A. lentulus Acid Navy Blue Biossorg¢ao
R. arrhizus Yellow RL Biossor¢ao
A. bisporus Reactive Red 2 Biossor¢ao
Gryfalan Black RL Biossor¢ao
T. versicolor Direct Blue 1 e
Biossorcao

Direct Red 128

R. stolonifer Bromophenol Blue Biossor¢ao
Fonte: Adaptado de ORTIZ-MONSALVE (2015).

3.5.2 Biodegradacao

Dentre os tipos de tratamento bioldgico na remog¢do de corantes, uma area de
estudo que tem se desenvolvido bastante nos Ultimos anos ¢ a biodegradacdo. Este
método acontece devido a producdo de enzimas pelo microrganismo que desfazem as
ligagdes quimicas dos corantes, sendo o corante utilizado como uma fonte de carbono
alternativa a fim de se obter energia necessdria ao seu crescimento € manuten¢do do
metabolismo (BURATINI, 2008).

Buratini (2008) também destaca que a biodegradacdo pode levar a pequenas
mudangas na molécula original, como a substituicdo ou a modificagdo de um grupo
funcional, ou a completa destrui¢do da molécula, tendo como resultado a sua conversao
final em CO», H>O e sais inorgénicos, processo conhecido como mineralizagao.

A biodegradacdo quando associada as formas convencionais de tratamento
biologico de efluentes, mostram-se eficientes na remocdo de diferentes tipos de

poluentes (KUNZ et al., 2002).
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Em um trabalho de Kunjadia et al. (2016) foi estudado a biodegradacao de
azocorantes utilizando enzimas ligninoliticas produzidas por trés espécies de fungos:
Pleurotus ostreatus, Pleurotus sapidus e Pleurotus florida. Os autores atribuiram a
remogao de corante a produgdo da enzima lacase, sendo observada uma remogao de 88,
92 e 98% de corante, respectivamente, para os fungos P. ostreatus, P. sapidus e P.

florida.

3.6 Os fungos no tratamento biologico de efluentes com corantes

Pesquisas atuais de tratamento de efluentes giram em torno de tecnologias que
empreguem materiais mais baratos e visam uma remocdao mais eficiente sem gerar
outros residuos pds tratamento. O numero de pesquisas em relagdo aos fungos tem
crescido a cada ano devido a estes organismos serem pouco seletivos e facilmente
adaptaveis ao meio (GUARATINI, ZANONI, 2000; KUNZ et al., 2002).

O emprego de fungos degradadores de lignina tem sido cada vez mais utilizado
devido a producdo de enzimas lignoliticas de baixa especificidade, que podem ser
aplicadas na degradagdo de compostos fendlicos (PEREIRA et al., 2010). Dentre estes
microrganismos estdo os fungos intitulados “fungos da podridao branca”, que causam
perda de resisténcia em processo avancado que apresentam capacidade em mineralizar
uma grande variedade de compostos altamente toxicos encontrados no meio ambiente,
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), corantes azoicos, herbicidas,
entre outros. Os fungos de podridao branca recebem esse nome, pois a madeira assume
uma aparéncia “fibrosa” e tende para uma cor ligeiramente mais clara (COLEMAN,
2003).

Estudos de descoloracdo tém sido feitos usando-se os fungos da podridao
branca, tais como Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera adusta, Trametes
versicolor ou Phlebia radiata, que se mostraram habeis em degradar um amplo espectro
de corantes (PEIXOTO, MARINHO, RODRIGUES, 2013). A podridao branca ¢
observada, principalmente, entre os fungos do filo Basidiomycota (basidiomicetos),
porém alguns ascomicetos também sdo classificados como fungos de degradacdo branca
(MENEZES, 2013; MADIGAN et al.,, 2016). Na Tabela 4, pode-se observar a

capacidade de alguns fungos de descolorir corantes sintéticos.
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Tabela 4 - Relagdo de alguns fungos da podridao branca capazes de descolorir corantes

sintéticos.
Fungo Corantes Taxa de Descoloracgio (%) Tempo (dias)
Phellinus gilvus 100
i i Cl Vat Blue I 4
Pleurotus sajor-caju 94
Phanerochaete Sp-g (diazo) 89 -
crysosporum Cm-s (diazo) 88
Brilhant green 100
Cristal violeta 95,2
Vermelho cresol 81,4 5
) ] ) Vermelho congo 98
Phlebia floridensis
Orange 11 100
Poly-B 93 9
Poly-R 80 5
RBBR 93 9

Fonte: Adaptado de CARVALHO (2005).

A utiliza¢do de fungos da podriddao branca como alternativa de descoloracao de
efluentes e degradacdo de compostos xenobidticos teve seu inicio a partir da década de
1980 (SOUZA, ROSADO, 2009). O meio de degradacao de compostos recalcitrantes
por fungos da podridao branca, segundo Souza e Rosado (2009), envolve as enzimas do
grupo fenoloxidases, como a lignina peroxidases (LiPss), manganés peroxidase (MnPs)
e lacases, sendo assim, os fungos diferem entre si de acordo com a capacidade de
degradacao qualitativa e quantitativa de suas enzimas.

A seguir alguns aspectos dos fungos que permitem sua aplicacdo na area de

tratamento bioldgico.

3.6.1 Aspectos gerais dos fungos

O Reino Fungi compreende um grupo grande, diverso e amplamente
disseminado de organismos, consistindo de bolores, cogumelos e leveduras. Cerca de
100.000 espécies de fungos foram relacionadas, estimando-se a possibilidade de

existirem até 1,5 milhao de espécies (ESPOSITO, AZEVEDO, 2004).
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A maioria dos fungos ¢ microscopica e terrestre. Eles habitam o solo ou matéria
vegetal morta e desempenham um papel crucial na mineraliza¢do do carbono organico.
Muitos desempenham papel de parasitas de plantas, enquanto outros podem causar
diversas doencas em animais, inclusive no ser humano. Por outro lado, determinados
fungos também podem estabelecer associagdes simbioticas com diversas plantas,
contribuindo na aquisi¢do de minerais oriundos do solo. Muitos fungos também podem
trazer beneficios para a vida humana por meio da fermentacdo e da sintese de
antibioticos (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

Os fungos sdao quimiorganotroficos, comumente apresentando exigéncias
nutricionais simples, sendo a maioria aerobia. Eles alimentam-se por meio da secre¢@o
de enzimas extracelulares que digerem materiais poliméricos, como polissacarideos ou
proteinas, em monomeros que sdo assimilados como recurso de carbono e energia. A
maioria dos fungos ¢ multicelular, formando uma rede de filamentos denominados
hifas, onde os esporos assexuados sdo produzidos. As hifas crescem em conjunto ao
longo de uma superficie, formando grupos compactos macroscopicamente visiveis

chamados de micélio (MADIGAN et al., 2016).

Figura 13 - Ilustragdo do corpo de frutificagdo dos fungos.

Micélio
Hifas
Fonte: https://djalmasantos.wordpress.com/2012/08/3 1/testes-sobre-fungos/

Alguns fungos formam estruturas reprodutivas macroscopicas denominadas
corpos de frutificagdo (Figura 13), como os cogumelos, em que milhdes de esporos
podem ser dispersos pelo vento, 4gua ou animais (MADIGAN et al., 2016).

Diversas espécies de fungos sdo essenciais em muitos processos industriais que
envolvem fermentacdo, como a producao de paes, vinhos e bebidas; possuem papel

importante na fabricacdo de queijos; na produgdo comercial de muitos acidos organicos
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(citrico); certas drogas (ergometrina, cortisona); e na fabricagdo de muitos antibidticos
(penicilina, griseofulvina). Os fungos sdo importantes ferramentas de pesquisa no

estudo de processos biologicos (PINTO, 2006).

3.6.2 O fungo Pleurotus ostreatus florida

O cogumelo Pleurotus ostreatus var. florida conhecido como “Hiratake” (Figura
14) ¢ um dos diversos cogumelos consumidos no Brasil, apresentando alto valor
nutricional, além de propriedades nutracéuticas (KOMURA, 2009). Os cogumelos
comestiveis, apreciados em muitas dietas europeias e orientais, vém crescendo de
importancia nos ultimos anos, ja que o seu cultivo possibilita reciclar economicamente
certos residuos agricolas e agroindustriais (BORGES, GRIGOLLI, GRACIOLLI,
2007). As suas principais caracteristicas fisicas sao: micélio esbranquicado,
longitudinalmente radial e felpudo durante o periodo de formagdo. Quando o micélio
comeca a ficar envelhecido, segrega goticulas amareladas ou alaranjadas de um

metabolito que atua como uma toxina contra nematodos.

Figura 14 - Pleurotus ostreatus florida in natura.

Fonte: http://www.mycelia.be/en/strain-list/m-2125-pleurotus-ostreatus-var-florida.

O fungo ganhou grande popularidade devido principalmente a disponibilidade e
a facilidade de se encontrar substratos utilizados no seu cultivo e também por
apresentarem ciclo relativamente curto em comparacdo com outros géneros de

cogumelos comestiveis (MODA et al., 2005).
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Os fungos do género Pleurotus sdo conhecidos por serem eficientes na
degradagdo de lignina, sendo capazes de crescer em troncos de arvores vivas e mortas,
principalmente em florestas de clima temperado (GUNDE-CIMERMAN, 1999). Estes
organismos produzem enzimas extracelulares como lignina peroxidase, manganés
peroxidase e lacases (fenol oxidases) que podem modificar e degradar a lignina,
caracterizando-os como fungos de podridao branca.

Em um estudo de Marques (2013), o Pleurotus ostreatus florida foi situado em
meio liquido na presenga do corante azo vermelho congo. O estudo apresenta resultado
positivo para a remog¢ao de cor do corante, concluindo-se que na auséncia de fontes
nutricionais, o microrganismo de alguma forma utilizou o corante para desenvolver suas
estruturas celulares, seja por processos degradativos, bioacumulativos ou adsortivos.

Sendo assim, no vigente trabalho, o Pleurotus ostreatus florida foi crescido em
condigdes semelhantes ao estudo de Marques (2013), porém na presenca de diferentes

corantes.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo empregado neste estudo foi o fungo basidiomiceto Pleurotus
ostreatus florida, cedido pela profa. Dra. Maria Inés Rezende do Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da UEL/Londrina - PR.

4.1.2 Reagentes

Os reagentes quimicos usados no preparo dos meios de cultivo ao longo do

projeto foram:

. Glucose Monohidratada P.A., Cinética;
. Extrato de Levedura Purissima, Vetec;
. Agar Bacterioldgico, Himedia;

. Alaranjado de metila, Merck
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. Vermelho de metila, Grupo Quimica;

. Fast Blue RR, Becto Quimica.

4.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a realizagdo do experimento como um todo

foram:
. Autoclave AV analégica, Phoenix;
. Capela de fluxo laminar Variflux 120, Marconi;
. Incubadora orbital (tipo shaker) Luca-223, Lucadema;

. Balanca BL3200H, Shimadzu;

. Balanca analitica AY220, Shimadzu;

. Estufa de cultura bacteriologica, Olidef CZ;

. Estufa de esterilizagdo e secagem, Olidef CZ;

. Espectrofotometro UV - 1601, Shimadzu;

. Bomba de vacuo e compressor - 132, Prismatec;

. Sistema filtragao polisulfona 47 mm 300-4000, Nalgene Nunc;
. Suporte filtro funil DS0310-4050, marca Nalgene Nunc;

. Microscopio Optico Primo Star, ZEISS.

4.1.4 Softwares

Os softwares utilizados para auxiliar na execu¢do do experimento e analise dos
resultados foram:

. UV - Probe, Shimadzu;

. Origin 6.0, Originlab.

4.2 Métodos

4.2.1 Manutencio do microrganismo

O fungo foi mantido em placas de Petri contendo meio batata-dgar-dextrose
(BDA) a 4°C e repicado mensalmente, ou seja, foi inoculado em novas placas de Petri

para reativar o microrganismo.



47

4.2.2 Cultivo em meio solido

Primeiramente, os cultivos em meio s6lido foram realizados para verificar a
toxicidade do azocorante para o microrganismo e estudar as diferengas no crescimento
do fungo entre os diferentes meios de cultivo preparados.

Para o cultivo em meio de Vogel s6lido (VOGEL, 1956), os microrganismos
foram inoculados em quatro meios de cultivo com diferentes concentracdes dos corantes
alaranjado de metila, vermelho de metila e fast blue RR, separadamente. Foram
incubados a 28°C por 15 dias, sendo realizadas analises qualitativas e quantitativas do
crescimento diariamente.

O cultivo sélido foi realizado em placas de Petri e os meios utilizados estdo
descritos abaixo:

Meio 1 — MMS + Glu (1% m/v) + YE (0,5% m/v) + agar (2% m/v) +

concentracao do corante (m/v);

Meio 2 — MMS + YE (0,5% m/v) + agar (2% m/v) + concentracdo do

corante (m/v);

Meio 3 — MMS + Glu (1% m/v) + 4gar (2% m/v) + concentracdo do

corante (m/v);

Meio 4 — MMS + 4gar (2% m/v) + concentracdao do corante (m/v);

Em que:
MMS ¢ o meio minimo de sais, YE representa o extrato de levedura e

Glu a glucose.

A glucose tem o objetivo de servir como fonte de carbono inicial e o extrato de
levedura como fonte de nitrogénio. Além desses meios de cultivo, foram preparados 4
meios controles, com as mesmas caracteristicas dos meios citados acima, porém sem a
adi¢ao do corante.

E importante evidenciar o fato de que os corantes vermelho de metila e fast blue
RR apresentaram uma dificuldade de solubilizagdo. Para contornar a situagdo, os meios
de cultivo com esses corantes foram levemente aquecidos a fim de auxiliar na
dissolucdo dos corantes no meio antes de serem adicionados as placas de Petri para
solidificacdo. O pH do meio foi medido antes e depois do aquecimento para controle,

ndo apresentando alteragoes.
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Para analisar a toxicidade dos azocorantes, o micélio do fungo foi inoculado nos
meios nas concentragdes 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1% (m/v) do alaranjado de metila,
vermelho de metila e fast blue RR, individualmente. Em um estudo realizado por
Marques (2013) testes foram realizados com varias concentragdes de um mesmo corante
e as utilizadas neste trabalho foram as que apresentaram um resultado mais
significativo. Outro critério utilizado para a escolha dos corantes e concentragdes foi a
solubilizacdo dos mesmos. Para chegar nesses valores, as massas das respectivas
concentragdes foram pesadas em uma balanca analitica de precisdo e posteriormente
diluidas em ambiente estéril.

As placas de Petri com os meios foram preparadas em ambiente estéril, e
deixadas em repouso até a solidificagdo do meio para posterior inoculacdo do

microrganismo.

4.2.2.1 Desenvolvimento do P. ostreatus florida em meio solido na presenca do

azocorantes

Inicialmente, para obten¢do de células jovens para serem utilizadas como
in6culo para o meio so6lido, o microrganismo foi crescido em placas de Petri com meio
minimo de sais (VOGEL, 1956) acrescido de 2% de 4agar (m/v), 1% de glucose (m/v) e
0,5% de extrato de levedura (m/v). As placas foram incubadas por 15 dias, a
temperatura de 28°C + 2°C em estufa bacterioldgica.

Em seguida, esferas com cerca de 1 cm de didmetro contendo hifas do
microrganismo foram transferidas para o centro das placas com os meios de cultivos
solidos na presenga dos corantes (Figura 15). As placas foram novamente incubadas em

estufa bacterioldgica a 28°C £ 2°C por um periodo de 15 dias.
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Figura 15 - Inoculo do P. ostreatus florida em meio de cultivo sélido.

Fonte: Autores (2017).

Como controle, além das placas com os corantes, o fungo também foi inoculado
em placas com meio s6lido sem a presenca das concentragdes dos azocorantes.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata para cada corante e o
crescimento fungico foi avaliado diariamente, analisando o comportamento do
microrganismo na presenca dos diferentes corantes azo, ou seja, como foi seu
desenvolvimento (coloragdo do micélio, espagamento das hifas, entre outros). A
quantificagdo do crescimento (Apéndice A) foi feita pela medida do didmetro de
crescimento da colonia (cm) em 4 pontos equidistantes a partir do centro de crescimento
da coldnia, determinando-se os resultados pelo calculo da média e desvio-padrio de

acordo com Rezende et al. (2005).

4.2.3 Cultivo em meio liquido

Para o cultivo em meio liquido, o Pleurotus ostreatus florida (PO) foi inoculado
com o corante a 0,001% (m/v) e incubado a 28°C por 15 dias, sendo realizada a anélise
qualitativa ao final do periodo de incubagdo para posterior interrupgao por filtracdo. A
biomassa produzida nos cultivos foi quantificada por gravimetria e o sobrenadante da
filtracdo foi utilizado para as andlises de espectroscopia no UV-VIS.

Para os cultivos liquidos os corantes foram utilizados na concentracao de
0,001% (m/v) utilizando-se o meio 4 (item 4.2.2) do experimento anterior, sem a

presenga do agar, como descrito abaixo:
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Meio 4 — MMS + concentragdo do corante (m/v) + PO
Controle A — MMS + PO

Controle B — MMS + Glu (solugao 10%) + PO

Controle Negativo — M4 + concentracao do corante (m/v).

Os meios foram preparados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de
meio minimo de sais de Vogel (VOGEL, 1956), para manter a propor¢do 5:1 de
ar:meio. Como ocorrido no experimento anterior, o corante vermelho de metila e fast
blue RR apresentaram uma dificil diluig¢do no meio de cultivo, portanto foram adotadas
as mesmas medidas tomadas na preparagdo do meio de cultivo s6lido para acelerar a

dilui¢do do corante no meio.

4.2.3.1 Desenvolvimento do P. ostreatus florida em meio liquido na presenca dos

azocorantes

As placas foram incubadas por cerca de 10 dias, em torno de 28°C + 2°C em
estufa bacteriologica. Em seguida, 5 esferas de 1 cm de didmetro contendo hifas do
Pleurotus ostreatus florida foram transferidas para cada erlenmeyer com o meio de

cultivo liquido na presenca da concentragdo do corante (Figura 16).

Figura 16 - Inoculo do P. ostreatus florida em meio de cultivo liquido.

Fonte: Autores (2017).
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O procedimento foi feito em triplicata. Os erlenmeyers foram incubados em
torno de 28°C + 2°C em incubadora orbital (shaker) a 180 rpm por um periodo de 15

dias.

4.2.3.2 Interrup¢ao do cultivo liquido

Os cultivos de cada um dos corantes e seus respectivos controles foram
interrompidos com 15 dias de crescimento, sendo filtrados a fim de separar a biomassa
dos sobrenadantes liquidos, os quais foram armazenados em geladeira para posteriores
analises de espectroscopia no UV-VIS, para determinacdo de possivel remocao da cor.

A biomassa foi submetida a andlise gravimétrica para quantificagdo. Como
controle da biomassa inicial, cinco esferas do meio de cultivo com o Pleurotus ostreatus
florida foram dispostas em papel de filtro, pesadas e, em seguida, colocadas para
secagem em estufa a 80° C até atingirem peso constante. Isso foi feito para posterior

comparagdo com quantidade de biomassa obtida dos meios de cultivo liquidos.

4.2.3.3 Analise da remocao da cor do meio de cultivo liquido por espectroscopia no

UV-VIS

Para as andlises da remocgdo da cor, foi utilizado o espectrofotometro de UV-
VIS, no qual a descoloragdo do corante ¢ determinada pela diminuicdo da banda de
absorcdo. Para isso, foi feita uma varredura inicial dos corantes utilizados para avaliar a
banda de maior absorbancia (Amax). Posteriormente, 1 mL de cada um dos filtrados,
obtidos dos cultivos submersos liquidos dos fungos e dos controles, foram utilizados

para a analise na mesma faixa espectral de cada corante
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento do fungo Pleurotus ostreatus florida em meio de cultivo

solido

O crescimento qualitativo do PO pode ser observado nas Figuras 17 a 20 a
seguir, que mostram o crescimento flingico nos diferentes meios e concentracdes dos

respectivos corantes.

Figura 17 - Demonstragdo qualitativa do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
florida no meio de cultivo 1 na presenga de 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1% (m/v) dos diferentes
corantes ap6s o periodo de 15 dias.

Controle 0,001% 0,01% 0,1% 1%

VM

FBRR

Fonte: Autores (2017).

De acordo com a Figura 17, foi possivel observar que o microrganismo
conseguiu se desenvolver bem e rapidamente no Meio de Cultivo 1 (M1), independente
do corante utilizado, apresentando micélio abundante e regular, crescendo diariamente
de maneira homogénea e tomando a placa toda ao final de 15 dias na concentragao
0,001%. Esse crescimento rapido e coeso provavelmente se deve ao fato do M1 ser

completo, apresentando fontes de carbono e nitrogénio, importantes fornecedores de



53

energia para a atividade metabdlica e consistem a base para a sintese de proteinas e

substancias de reserva (ZANETTI, RANAL, 1997).

Figura 18 - Demonstragdo qualitativa do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
florida no meio de cultivo 2 na presenca de 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1% (m/v) dos diferentes
corantes ap6s o periodo de 15 dias.

Controle 0,001% 0,01% 0,1% 1%

Fonte: Autores (2017).

No caso do Meio de Cultivo 2 (M2) (Figura 18), em todos os corantes o
crescimento na placa foi satisfatorio, porém nao tdo regular como no meio anterior.
Além disso, considerando um crescimento de 100% no M1, o fungo cultivado no M2
cresceu o correspondente a 86,9% do M1 para os corantes alaranjado de metila e
vermelho de metila e 92,9% para o fast blue RR. Os fungos heterotroficos, como é o
caso do P. ostreatus florida, sdo capazes de utilizar diferentes compostos como fonte de
carbono e energia, como alternativa a auséncia de glucose (ESPOSITO, AZEVEDO,
2004). Portanto, o fungo pode estar utilizando o extrato de levedura para este fim, que
também apresenta pequena quantidade de agucares (polissacarideos da parede celular do

YE).
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Figura 19 - Demonstragdo qualitativa do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
florida no meio de cultivo 3 na presenga de 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1% (m/v) dos diferentes
corantes ap6s o periodo de 15 dias.

Controle 0,001% 0,01% 0,1% 1%

Fonte: Autores (2017).

No Meio de Cultivo 3 (M3) o fungo apresentou um crescimento heterogéneo e
com hifas esparsas (Figura 19). A alteragdo da coloragdo do micélio comeca a ser
perceptivel nas maiores concentracdes (1% e 0,1%). Essa mudanca na cor
possivelmente ocorre como mecanismo de defesa do fungo para que mantenha seu
crescimento mesmo em um meio de cultivo mais pobre (auséncia de YE) e com

concentragdes maiores dos corantes.
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Figura 20 - Demonstragdo qualitativa do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
florida no meio de cultivo 4 na presenga de 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1% (m/v) dos diferentes
corantes ap6s o periodo de 15 dias.

Controle 0,001% 0,01% 0,1% 7 1%

Fonte: Autores (2017).

O P. ostreatus florida inoculado no Meio de Cultivo 4 (M4) apresentou um
crescimento de cerca de 4% menor do que o crescimento no M3, independente do
corante e da sua concentracdo, o que era esperado, dado que o M3 possuia fonte de
carbono, ¢ 0 M4 ndo. Isso ocorreu, pois o seu crescimento foi de maneira mais
concentrada nas proximidades do inéculo.

Considerando que o0 M4 era o meio de cultivo mais pobre nutricionalmente, o
fungo teve que utilizar sua reserva interna de nutrientes, a fim de suprir suas
necessidades e manter seu desenvolvimento.

O microrganismo presente nos meios de cultivo solido com o fast blue RR
apresentou um crescimento melhor nas menores concentragcdes do corante, enquanto
que na concentragdo de 1%, nao houve crescimento do P. ostreatus florida, concluindo-
se que provavelmente essa concentragdo foi toxica para o fungo, impossibilitando o seu
desenvolvimento, como mostram as Figuras 17 a 20. Isso ndo foi observado para o
crescimento do microrganismo nas outras concentragdes.

Os resultados qualitativos e quantitativos observados (Figuras 17 a 20)
demonstram, portanto, que € possivel observar que as condi¢des nutricionais do meio

afetam diretamente o desenvolvimento do fungo. A exemplo disso, mediante as
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observagoes laboratoriais, percebe-se que a presenca de fonte nitrogénio exerce menor
influéncia do que a fonte de carbono no crescimento do fungo. Podendo, ainda, associar
a presenca da fonte de carbono a uniformidade do crescimento fungico.

A Figura 21 foi feita utilizando os resultados das quantificagdes realizadas do

crescimento do P. ostreatus florida nas diferentes contragdes dos azocorantes.

Figura 21 - Crescimento quantitativo do Pleurotus ostreatus florida nos meios de
cultivo sélido em diferentes concentragdes do azocorante alaranjado de metila, fast blue RR e
vermelho de metila apds o periodo de 15 dias. Os valores foram obtidos a partir da média do
crescimento de cada triplicata.
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Fonte: Autores (2017).

Pela Figura 21, pode-se observar que o fungo apresentou um bom crescimento
na presenca dos trés corantes até concentracdo de 0,1%, em qualquer um dos meios.
Entretanto, nos cultivos sélidos com concentragdo de 1%, a presenga dos corantes
alaranjado de metila e vermelho de metila obtiveram crescimento fungico, porém em
uma cota bem menor quando comparada com as demais concentragdes, independente do
meio utilizado. Nos cultivos com 1% do fast blue RR ndo foi verificado
desenvolvimento do fungo nessa concentracao. Esses resultados demonstram, portanto,

que o microrganismo ¢ capaz de suportar concentracdes maiores dos corantes alaranjado
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de metila e vermelho de metila, enquanto que a presenca de altas quantidades do fast
blue RR podem ser nocivas para o desenvolvimento desse fungo em particular. Pode-se
dizer entdo que, em relagdo a toxicidade desses corantes para o Pleurotus ostreatus
florida, o fast blue RR seria mais toxico do que o alaranjado de metila ¢ o vermelho de
metila a partir de 100 mg/mL.

Ademais, os resultados mostram que mesmo o crescimento do P. ostreatus
florida sendo maior nos meios com fonte de carbono e/ou nitrogénio disponiveis (M1,
M2 e M3), ¢ possivel o fungo utilizar esses corantes também como fonte nutricional
devido ao seu crescimento no meio de cultivo 4. Porém, analisando o crescimento
fingico dos meios de controle (Figura 21), vemos que o fungo no M4 conseguiu se
desenvolver mesmo na auséncia de corante. Esse fato deve-se ao fungo utilizar sua
reserva interna, permitindo o seu crescimento mesmo que com hifas mais finas e
esparsas.

Considerando a capacidade observada do microrganismo em se desenvolver em
um ambiente pobre nutricionalmente, ¢ afim de pressionar o P. ostreatus florida a
utilizar outros compostos disponiveis no meio para obtencdo de energia, decidiu-se usar
0 M4 para o cultivo em meio liquido. Além disso, como o Pleurotus ostreatus florida
apresentou um melhor desenvolvimento na concentracao de 0,001% dos trés corantes no
meio de cultivo sélido, sendo assim, optou-se por utilizar essa concentragdo para o
experimento no meio de cultivo liquido.

Nos M2, M3 e M4, notou-se a formacdo de um halo de descoloracdo (Figura
22), principalmente na concentracdo 0,01% dos corantes alaranjado de metila e
vermelho de metila, indicando que, possivelmente, o fungo utilizou o azocorante

disponivel nos meios como uma fonte nutricional.
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Figura 22 - Formagédo halo de descoloragido na concentracdo de 0,01% do corantes
alaranjado de metila e vermelho de metila, respectivamente.

Fonte: Autores (2017).

5.2 Crescimento do fungo Pleurotus ostreatus florida em meio de cultivo

liquido

No meio de cultura liquido as substincias presentes tornam-se disponiveis com
maior facilidade, diferentemente do meio de cultura solido. Entretanto, o crescimento do
fungo pode ser afetado de acordo com a concentragdo do corante disponivel no meio.

A taxa de degradacdo dos corantes estd diretamente relacionada a concentragao
inicial do corante na solugdo. De acordo um estudo feito por Diniz (2015), a taxa de
remocao dos corantes por fungos foi reduzida com o aumento da quantidade de corante
adicionado, ou seja, a diminuicdo na capacidade de remogdo dos corantes com o
aumento da concentracao inicial do corante estd relacionada a saturagdo dos locais de
adsorcao na superficie do adsorvente.

No presente trabalho, para o cultivo em meio liquido, foi escolhida a
concentragcdo de 0,001% para os trés corantes, baseando-se nos resultados obtidos no
experimento em meio de cultivo sélido, onde o microrganismo apresentou um bom
crescimento na presenga dos corantes, concluindo-se que essa concentracdo nao foi
toxica para o mesmo.

O experimento em meio de cultivo liquido é importante, pois a partir dele ¢é
possivel obter dados para determinar a degradagdo microbiana do meio, pelo

deslocamento da banda de absor¢do de UV-VIS dos corantes. A degradagdo do corante
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pode ocorrer com maior facilidade no meio liquido, pois o fungo tem um contato maior
e direto com o corante, facilitando assim a excrecdo de enzimas, as quais podem
degrada-lo, servindo assim como fonte nutricional ou colaborar para a adsor¢iao pelo
micélio.

O Pleurotus ostreatus florida ¢ um fungo aerdbio, portanto é necessario prover
uma intensa aera¢ao. O O consumido pelo microrganismo durante o crescimento ndo €
substituido com rapidez suficiente pela simples difusdo a partir do ar, dessa maneira, ¢
necessario que tenha uma aeragdo for¢ada das culturas, podendo ser realizada pela
agitagdo dos frascos (MADIGAN et al.,, 2016). Essa agitagdo, somada com a
manuten¢do da temperatura a 28°C, favorece o crescimento do microrganismo, logo
também pode facilitar a degradacdo do corante.

Apos 15 dias do indculo, as observacdes demonstraram que o fungo foi capaz de
se desenvolver em todos os meios, havendo diferengas no seu crescimento dependendo

do corante (Figura 22).

Figura 23 - Meios de cultivo liquido com o crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
florida apds o periodo de 15 dias.

Alaranjado de metila Vermelho de metila Fast Blue RR

Controle A Controle B

Fonte: Autores (201 ).
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O fungo crescido no meio de cultivo na presenca dos corantes alaranjado de
metila e vermelho de metila teve um desenvolvimento micelial pouco expressivo, sem
uma interagdo aparente com os corantes.

No meio de cultivo com fast blue RR pode-se visualizar o crescimento micelial
do fungo onde os granulos do corante foram incorporados ao micélio na tentativa de
obter os nutrientes necessarios mais facilmente, dado que a solubilidade no corante foi
baixa. Para tanto, foi feita uma analise microscopica do material celular, constatando-se
que ndo houve adsorg¢do do corante por parte do P. ostreatus florida.

O crescimento do fungo em formato de pequenas esferas ¢ chamado de pellets.
De acordo com Xu et al. (2000), os principais parametros que influenciam na formagao
dos pellets sdo: a quantidade do inoculo, o pH do meio de cultura, a agitagdo ¢ a
composicao do meio. Neste trabalho, o parametro que diferenciava os experimentos era
a composi¢do do meio, sendo este responsavel por influenciar o fungo na formagao de
pellets. Os pellets necessitam de uma fonte nutricional abundante para se desenvolver,
portanto nos meios de cultivo com os azocorantes o fungo teve um crescimento micelial
com a finalidade de alcancar melhor os nutrientes necessarios para o seu
desenvolvimento. No controle B, por sua vez, havia uma abundancia de nutrientes, o
que permitiu uma formagao maior de pellets do que no controle A, que ndo possuia
fonte de glucose, apenas meio de sais de Vogel. Essa diferenca do crescimento de

pellets entre os meios de controle A ¢ B é apontada pela seta da Figura 24.

Figura 24 - Crescimento do P. ostretatus florida em forma de pellets nos meios de
cultivo A e B, respectivamente.

Fonte: Autores (2017).
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O crescimento do microrganismo pode ser quantificado pelo método
gravimétrico. Na Figura 25, observa-se que o microrganismo na presen¢a do vermelho
de metila teve o menor crescimento do grupo (0,46 g/L) e o meio de controle A, que s6
possuia MMS em sua composicao, apresentou um crescimento similar aos meios com
corante (0,60 g/L para os meios com o alaranjado de metila e fast blue RR ¢ 0,66 g/L
para o Controle A). Entretanto, destaca-se o meio de controle B teve um crescimento
muito mais significativo (4,60 g/L), sendo 10 vezes maior do que o do meio com a
presenca do vermelho de metila, resultado que ja era esperado, uma vez que ele possuia
glucose como fonte de carbono. Ainda que apresentando um crescimento pequeno na
presenca dos corantes (quando comparado ao meio de controle B), o Pleurotus ostreatus
florida demonstrou que tem capacidade de se desenvolver mesmo sob condigdes

adversas.

Figura 25 - Crescimento quantitativo do Pleurotus ostreatus florida nos meios de
cultivo liquido na concentragdo de 0,001% dos azocorantes e nos controles A e B apds o
periodo de 15 dias. Os valores foram obtidos a partir da média do crescimento de cada triplicata.

5

Biomassa fungica (g/L)

AM VM FBRR Controle A Controle B

Fonte: Autores (2017).

Diferentemente do ocorrido no meio de cultivo solido, a mudanca na
descoloragdo nao foi perceptivel na cultura liquida. Entretanto, mediante analise dos
espectros no UV-VIS foi possivel obter dados mais concretos sobre as alteracdes nas
bandas de absor¢do dos corantes alaranjado de metila, vermelho de metila e fast blue

RR (Figuras 26, 27 e 28).
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Figura 26 - Espectro de absor¢do de UV-VIS do sobrenadante do meio de cultivo 4

(M4) com o P. ostreatus florida na presenga de 0,001% do AM, do controle negativo e dos

controles positivos A e B, em que o controle negativo contém MMS e corante e o controle B
contém solu¢do de glucose.
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Fonte: Autores (2017).

Pode-se ver que a banda de absor¢do do corante no controle negativo do
alaranjado de metila ¢ maior do que o da propria solugdo aquosa, indicando que
provavelmente a solubilizagdo do corante foi maior no meio de controle negativo
(Figura 26). Isso pode ter acontecido pelo fato de que a solucao aquosa foi preparada e
analisada logo em seguida, enquanto que o controle negativo permaneceu no shaker a
28°C durante 15 dias, intensificando a solubilizagdo do corante.

Ainda na Figura 26, observa-se que a banda de absor¢ao do alaranjado de metila
foi deslocada de 466 nm para 450 nm (indicado pela seta), mostrando que houve uma

intera¢do do P. ostreatus florida com o corante.
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Figura 27 - Espectro de absor¢do de UV-VIS do sobrenadante do meio de cultivo 4

(M4) com o P. ostreatus florida na presenga de 0,001% do VM, do controle negativo e dos

controles positivos A e B, em que o controle negativo contém MMS e corante e o controle B
contém solugdo de glucose.
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Fonte: Autores (2017).

De forma semelhante ao alaranjado de metila, a banda de absor¢do do controle
negativo do vermelho de metila € superior a banda da solu¢do do corante, podendo ser
causada pelas mesmas condic¢des descritas anteriormente (Figura 27).

De acordo com a Figura 27, fica evidente a provavel modificacdo da banda de
absor¢dao no UV-VIS do sobrenadante do vermelho de metila em comparagdo com a
solucdo do corante e seu controle negativo. Fato que pode ser explicado pela interagao

do P. ostreatus florida com o composto.
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Figura 28 - Espectro de absor¢do de UV-VIS do sobrenadante do meio de cultivo 4
(M4) com o P. ostreatus florida na presenca de 0,001% do FBRR, do controle negativo e dos
controles positivos A e B, em que o controle negativo contém MMS e corante e o controle B
contém solu¢do de glucose.
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Fonte: Autores (2017).

No caso do corante fast blue RR (Figura 28), houve uma dificuldade na
solubilizacdo do mesmo nos cultivos liquidos. A solugdo aquosa permitiu uma leve
dissolugdo, sendo a unica que apresentou um leve aumento na banda de absor¢dao, como
observado na Figura 28.

Apesar do fungo se desenvolver na presenga do fast blue RR durante o seu
desenvolvimento em meio de cultivo liquido, ndo foi possivel observar uma variacao da
banda de absor¢do em relacdo a presenca do corante. Além disso, durante a filtra¢do, o
corante insoluvel ficou retido no papel filtro (Figura 29), por isso a concentracdo do
corante no sobrenadante foi baixa, dificultando a visualiza¢do do espectro de absor¢ado

do UV-VIS.
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Figura 29 - Granulos do corante fast blue RR retidos no papel de filtro.

Fonte: Autores (2017).

Na espectroscopia no UV-VIS, cada tipo de biomolécula interage com a luz de
maneira diferenciada, pois apresenta grupos funcionais diferentes, e isso ¢ refletido no
seu espectro. As proteinas apresentam uma intensa banda de absor¢do centrada proxima
a 220 nm, correspondente a absor¢do da ligacdo peptidica entre os residuos. Ja o
espectro dos aminoacidos aromaticos, absorve mais intensamente na regiao de 280 nm
(LOPES, GARCIA, DAMALIO, 2012). Sabendo disso, ¢ a partir das Figuras 26, 27 ¢
28, podemos observar uma banda de absor¢ao na regido entre 250 e 300 nm, chegando a
conclusdo de que houve uma produgdo de enzimas no meio de cultivo liquido a partir do
crescimento do P. ostreatus florida.

Com base nas Figuras 26, 27 e 28, também observa-se a presenca da glucose no
meio de cultivo B a partir da analise do espectro, estando representada pela banda na
faixa entre 250 e 300 nm, sendo a banda de absor¢do da glucose entre 260 ¢ 270 nm

(KAIJANEN et al., 2015).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O Pleurotus ostreatus florida conseguiu se desenvolver adequadamente em
todos os meios de cultivo s6lidos e nas diferentes concentragdes dos corantes alaranjado
de metila, vermelho de metila e fast blue RR.

Entretanto, apesar do bom desenvolvimento geral do P. ostreatus florida, na
concentragcdo de 1% dos corantes o crescimento fungico foi reduzido, chegando a ser
toxica para o fungo no caso do corante fast blue RR, impedindo o seu desenvolvimento.

Nos meios de cultivo com os azocorantes alaranjado de metila e vermelho de
metila, principalmente na concentracao 0,01%, houve a formagdo de um halo de
descoloracdo, indicando que possivelmente o microrganismo utilizou o azocorante
disponivel no meio como uma fonte de nitrogénio substituta ao extrato de levedura.

Para o meio de cultivo liquido, notou-se uma maior dificuldade no crescimento
do P. ostreatus florida, resultado da maior disponibilidade dos azocorantes no meio ¢
auséncia de outras fontes nutricionais mais acessiveis ao microrganismo.

Além do alaranjado de metila apresentar um halo de descoloragao nitido no meio
de cultivo so6lido, durante as observa¢des do meio de cultivo liquido, houve um
deslocamento banda de absor¢do do corante, indicando que ocorreu alguma interagao
entre o fungo e o corante.

Para as andlises de espectrofotometria no UV-VIS, a dificuldade de
solubilizacdo do fast blue RR impediu a leitura da banda de absor¢do do meio,
reduzindo o acesso do microrganismo ao corante, impedindo a sua adsorcao.

Apesar de também haver uma dificuldade na dissolu¢do do vermelho de metila
nos meios de cultivo liquido, pelo espectro de absor¢do gerado, percebe-se que houve
uma alteracdo da banda de absor¢ao do corante. Essa alteracdo do espectro indica que o
Pleurotus ostreatus florida interagiu com o vermelho de metila demonstrando
capacidade para ser utilizado na degradagdo do corante.

Sabendo-se que se o fungo ¢ capaz de interagir em experimentos laboratoriais
com os corantes puros, possivelmente o Pleurotus ostreatus florida consegue atuar em
efluentes liquidos reais. Sendo assim, vé-se a importancia de realizar estudos prévios
em laboratorio para posteriormente fazer andlises em bancada com efluentes provindos

de industrias que utilizam corantes em seu processo produtivo.
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Portanto, mais estudos sobre as interagdes de outros corantes com o P. ostreatus
florida devem ser realizados visando entender seus mecanismos mais profundamente
com o objetivo se obter resultados positivos para o tratamento biologico de efluentes

liquidos.
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APENDICE A

Tabelas de crescimento do P. ostreatus florida em todos os meios de cultivo
solido (M1, M2, M3 e M4) na presenca dos corantes alaranjado de metila, vermelho de
metila e fast blue RR, respectivamente, em que se observa o valor de crescimento de

cada triplicata, da média e do desvio padrao.
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Tabela 5 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante alaranjado de metila, no meio de cultivo 1.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 1 (cm) - Alaranjado de metila

Controle 0,001% | 0,01% | 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP

1| 108 107 115 1,10 0,04 108 100 1,00 1,03 004 1,00 1,08 105 1,04 0,04 1,10 1,05 1,03 1,06 0,04 1,13 1,05 1,05 1,08 0,04
2| 150 160 1,40 1,50 0710 1,25 1,18 1,25 1,23 0,04 1,30 1,23 1,48 1,33 0,13| 1,68 1,33 1,30 1,43 0,21 1,13 1,23 1,35 1,23 0,11
3| 193 258 203 218 035 1,68 243 1,95 202 0,38 2,58 2,03 2533 231 0,28 205 2,10 280 2,32 042| 1,45 1,30 1,68 1,48 0,19
4| 38 347 308 345 036 1,90 250 2,8 2,8 048 320 278 330 3,09 028 365 273 28 3,07 051 1,60 1,38 1,80 1,59 0,21
5| 495 393 333 407 082 258 323 370 317 056 4,03 3,30 410 3,81 044 3,68 365 465 399 057 2,15 1,45 2,20 1,93 0,42
6| 603 433 380 4,72 1,16 3,53 3,55 4,25 3,78 0,41 500 3,8 500 4,61 0,68 4,40 4,30 548 473 0,65 2,70 1,65 2,50 2728 0,56
7| 720 570 458 583 1,32| 455 538 485 493 042 600 48 600 561 068 510 488 663 553 095 323 1,88 3533 2,81 0,81
8| 810 698 540 683 136 553 618 573 58 033 7,18 560 7,18 665 091 613 600 7,48 653 0,82 3,93 230 3,9 339 0,95
9| 88 795 645 7,76 1,22| 7,33 683 693 7,03 025 823 620 805 7,49 1,12| 690 7,20 803 7,38 058 430 2,60 440 3,77 1,01
10| 9,28 843 695 822 1,18 7,58 690 7,70 7,39 0,43 875 668 890 811 1,24/ 7,75 800 880 818 0,55 4,70 2,73 4,73 4,05 1,15
11| 9,30 865 7,55 850 0,88 848 835 7,70 818 0,42 940 7,60 900 867 095 830 850 900 860 0,36 518 3,43 543 4,68 1,09
12| 930 880 850 887 040 890 873 833 865 029 950 7,85 950 895 0,95 880 895 10,00 9,25 0,65 610 3,75 565 517 1,25
13| 10,00 10,00 885 9,62 0,66/ 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 10,00 8,48 10,00 9,49 0,88 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 6,80 4,45 6,25 5,83 1,23
14| 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 10,00 863 10,00 9,54 0,79 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 7,43 503 685 6,43 1,25
15| 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 10,00 863 10,00 9,54 0,79 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00/ 7,98 543 7,38 6,93 1,33

Fonte: Autores (2017).




Tabela 6 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante alaranjado de metila, no meio de cultivo 2.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 2 (cm) - Alaranjado de metila
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Controle 0,001% | 0,01% | 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP  P1 P2 P3 Média DP Pl P2 P3 Média DP Pl P2 P3 Média DP  P1 P2 P3 Média DP

1 1,00 1,20 1,10 1,10 o,20] 1,05 1,08 1,08 1,07 001] 1,10 100 1,05 1,05 0,05 1,03 1,18 1,13 1,11 0,08 1,05 1 1,1 11 0,05
2 1,48 1,73 1,45 155 0,15 1,33 145 153 1,43 0,10/ 1,30 1,43 1,28 1,33 0,08 1,65 1,30 165 153 0,20 1,35 1 125 12 0,18
3 2,55 1,80 2,48 2,28 0,41 2,33 215 2,00 2,16 0,16 2,33 2,20 2,23 225 0,07 200 2,60 2,78 2,46 0,41 1,65 1 1675 1,4 0,38
4 323 2,25 3,35 2,94 060 295 2,75 2,55 2,75 0,20 2,53 2,65 2,90 2,69 0,19 2,33 3,48 3,13 298 0,59 1,70 1,00 191 1,54 0,48
5 | 3975 2,63 408 356 081 363 373 3,45 3,60 0,114 3,18 3,70 3,23 337 0,29 293 423 415 3,77 073 1,8 1,18 215 1,72 0,50
6 | 4375 300 453 397 084 433 403 3,45 393 044 355 420 3,50 3,75 0,39 2,95 4,48 4,73 4,05 0,96 2,00 1,18 2,20 1,79 0,54
7 545 3,43 510 4,66 1,08 4,60 533 423 472 0,56 500 4,48 4,30 459 036 338 535 568 480 1,24 2,40 1,48 2,85 224 0,70
8 4,10 6,15 6375 554 125/ 558 628 505 563 061 58 475 4,75 510 061 423 643 605 557 1,18 245 153 320 2,39 0,84
9 463 7,08 7,15 628 1,44/ 608 7,08 563 626 074 623 530 503 552 063 545 683 7,00 643 085 293 166 325 261 0,84
10 53 803 7,98 7,0 156 620 7,88 7,03 7,03 084 693 58 610 628 058 7,75 697 7,88 7,53 049 293 1,80 3,88 287 1,04
11 588 848 858 7,64 153 695 845 7,70 7,70 0,75 7,55 6,75 6,68 699 048 850 7,67 820 812 0,42 3,35 2,00 4,40 325 1,20
12 6,65 868 890 808 1,24/ 7,48 868 813 809 0,60 803 7,05 730 746 051 863 860 827 850 0,20 353 230 463 348 1,16
13 7,00 10,00 10,00 9,00 1,73| 7,90 880 878 849 0,51 820 7,28 755 7,68 048 885 887 88 88 0,02 393 260 515 3,8 1,27
14 7,482 10,00 10,00 9,16 1,46/ 803 1000 &73 892 1,00 873 793 808 824 043 893 88 88 888 0,05 415 308 568 430 1,31
15 7,95 10,00 10,00 9,32 1,18/ 838 1000 883 9,07 0,84 895 7,95 808 833 054 10,00 10,00 893 964 0,62 443 333 595 457 1,32

Fonte: Autores (2017).




Tabela 7 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante alaranjado de metila, no meio de cultivo 3.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 3 (cm) - Alaranjado de metila

79

Controle 0,001% 0,01% 0,1% 1%
Dia |P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP
1 1,00 1,08 1,15 108 0,08 | 1,03 1,00 1,00 101 0,01 | 1,05 1,00 1,10 1,05 005 | 1,05 100 1,10 1,05 0,05 | 1,08 1,025 1,08 1,06 0,03
2 1,53 1,20 1,45 139 0,17 | 1,35 108 1,23 1,22 0,14 | 1,33 1,10 1,43 1,28 017 | 1,38 1,43 1,15 1,32 015 | 1,10 1,375 1,25 1,24 0,14
3 1,88 2,13 203 201 013 | 1,55 1,65 2,13 1,78 031 | 2,35 2,08 153 1,98 042 | 1,78 1,65 2,08 1,83 0,22 | 1,83 158 128 15 0,28
4 | 255 228 243 242 o014 | 1,85 1,8 2,15 1,93 0,19 | 2,60 2,575 1,88 2,35 0,41 | 2,50 2,10 2,15 2,25 0,22 | 2,03 1,65 1,23 1,63 0,40
s | 310 2,73 3,08 297 021 |28 2475 245 258 021 | 3,3 305 223 2,8 056 |3,025 218 230 250 046 | 2,19 1,73 1,39 1,77 0,40
6 |325 300 328 318 0,15 | 233 2,65 268 255 0,20 | 3,65 3,25 2,375 3,09 065 | 3,43 2,48 0,00 295 1,77 | 2,35 1,18 1,55 1,69 0,60
7 | 338 403 348 363 035|300 305 300 302 0034075 3,775 285 357 064|333 295 000 314 1,8 | 1,33 293 1,63 19 0,85
g | 403 443 38 408 032 | 405 328 3,75 369 039 | 45 4 325 392 0633525 400 0,00 376 219 | 1,38 1,65 3,00 2,01 0,87
9 |50 478 58 550 063|420 3,8 520 440 0,72 |4,525 4,775 3,675 4,33 058 | 3,60 421 0,00 391 2,28 | 1,50 1,23 3,00 191 0,96
10 5 545 625 557 063 |5825 3,95 585 521 1,09 |5725 525 4,03 500 088 | 490 4,425 0,00 466 2,70 | 1,65 1,33 3,10 2,03 0,95
11 | 548 5,675 643 586 050 | 655 623 658 645 0,20 |6425 573 485 567 0,79 |5425 4,85 0,00 514 2,98 | 1,80 1,38 3,40 2,19 1,07
12 | 705 638 650 664 036 | 755 7,03 718 7,25 027 | 7,05 6,275 518 6,17 094 | 598 518 0,00 558 3,24 | 1,81 1,55 3,53 2,30 1,07
13 | 708 64 733 693 048 | 820 768 7,38 7,75 0,42 | 7,50 6,725 570 664 090 | 658 580 0,00 619 3,59 | 1,83 1,58 3,78 2,39 1,20
14 | 768 7,13 760 7,47 030 | 84 810 7,73 808 034 | 808 74 663 737 073|713 630 0,00 671 3,90 | 2,03 1,65 3,95 2,54 1,23
15 | 833 743 783 7,86 045 | 878 890 843 870 0,25 | 820 765 728 7,71 047 | 728 663 000 695 4,03 | 2,03 1,9 425 2,73 1,32

Fonte: Autores (2017).




Tabela 8 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante alaranjado de metila, no meio de cultivo 4.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 4 (cm) - Alaranjado de metila

80

Controle 0,001% 0,01% | 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP

1 1,00 1,03 1,15 1,06 008 | 1,08 105 1,05 1,06 001 | 1,10 1,05 1,03 106 0,04 | 1,03 1,00 1,10 1,04 0,05 | 1,00 1,175 1,025 1,07 0,09
2 1,18 1,68 1,33 1,39 026 | 1,58 1,28 1,60 1,48 0,18 | 1,30 1,33 1,40 1,34 0,05 | 1,45 1,18 1,43 1,35 0,15 1 1,475 1,25 1,24 0,24
3 | 213 1,68 1,43 1,74 035 | 2,13 2,08 223 214 o008 | 213 220 2,05 213 0,08 | 1,68 2,28 1,8 193 031 | 1,00 1,9 1,625 1,51 0,46
4 | 231 213 1,8 2,09 0725|230 213 230 224 0,0 | 230 235 233 233 002|175 260 1,8 2,08 0,46 | 1,00 2,125 1,875 1,67 0,59
5 | 250 2,875 1,98 | 2,45 045 | 2,78 2,75 2,63 2,72 0,08 | 2,38 265 295 266 0,29 | 200 2,7 2225 231 036 | 1,00 25 225 192 0,80
6 | 258 305 205 256 050|308 2,78 2,65 28 022|293 2925 2975 294 0,03 | 205 3,10 230 2,48 0,55 | 1,00 2,725 2,4 2,04 092
7 | 265 440 3,05 3,37 092 |3375 345 3,05 329 021 | 3,15 345 325 328 0,15 | 235 3,43 300 293 054 | 1,00 31 27 227 1,12
g | 345 450 3,73 3,8 054 | 39 38 355 3,77 0,9 | 3,75 3,525 355 361 0,12 | 2,75 3,85 2,84 315 0,61 | 1,00 3,425 3 2,48 1,29
9 | 420 493 563 492 071 | 463 425 4,80 456 0,28 |4,425 48 495 473 0,27 | 2,98 400 2,68 3,22 069 | 1,00 3,575 3,075 2,55 1,37
10 | 543 673 625 613 066 | 578 510 603 563 048 | 540 520 4,40 500 0,53 | 328 425 3,38 363 054 | 1,00 3,8 3,275 2,69 1,49
11 | 63 7,00 7,15 682 045 | 615 518 613 582 056 |5675 637 503 569 067 |3,675 4,78 3,78 4,08 0,61 | 1,00 4,075 3,425 2,83 1,62
12 | 7,73 7,18 7,38 7,43 0728 | 6975 540 6,65 634 083 | 683 7 58 655 063 | 433 485 4325 450 030 | 1,00 44 3,6 3,00 1,78
13 | 818 7,63 818 799 032 | 750 568 723 680 098 |7225 7,58 6,40 7,07 060 | 560 538 463 520 051 | 1,00 4575 3,8 3,13 1,88
14 | 850 800 860 837 032|768 608 763 713 091|765 798 678 7,47 062 | 568 58 513 556 0,39 | 1,00 4,825 4,05 3,29 2,02
15 | 858 843 860 853 009 | 808 633 825 755 1,06 8025 8025 71 7,55 0,53 | 598 605 553 585 0,28 | 1,00 4,85 405 330 2,03

Fonte: Autores (2017).




Tabela 9 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante vermelho de metila, no meio de cultivo 1.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 1 (cm) - Vermelho de metila

81

Controle 0,001% | 0,01% | 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP  P1 P2 P3 Média DP  P1 P2 P3 Média DP  P1 P2 P3 Média DP Pl P2 P3 Média DP

1 [108 107 1,15 1,10 0,04 | 1,00 1,08 1,08 1,05 0,04 | 1,03 1,08 100 1,03 004 | 1,00 1,05 1,05 1,03 0,03 ] 1,10 1,05 1 1,05 0,05
2 | 15 160 1,40 1,50 0,10 | 1,38 1,50 1,40 1,43 0,07 | 1,30 1,50 1,58 1,46 0,14 | 1,53 1,58 1,45 1,52 006 | 1,45 1,45 1,5 1,47 0,03
3 | 193 258 203 218 035|193 2,18 213 208 0,13 | 1,98 2,23 1,90 2,03 0,17 | 1,90 2,00 1,98 1,9 005 | 1,90 1,9 1,85 1,88 0,03
4 |38 3,47 308 345 036|305 280 3,13 299 017 | 3,15 2,70 2,73 2,86 0,25 | 2,15 2,18 2,20 2,18 0,02 | 2,03 2,075 2 2,03 0,04
5 | 495 393 333 4,07 082 |38 373 39 3,8 009|350 3,38 38 356 022|265 290 28 279 013|233 2375 22 230 0,09
6 | 603 433 380 4,72 1,16 | 445 4725 458 443 0,16 | 4,15 3,83 4,13 4,03 0,18 | 3,28 3,43 3,08 3,26 0118 | 2,78 2,48 2,55 2,60 0,16
7 | 720 570 458 58 1,32 | 515 513 553 527 0722 | 47 5 495 4388 016 | 3,43 3,75 3,8 368 0723|315 29 28 295 0,18
g8 | 810 698 540 68 1,36 | 550 6,00 548 566 030 |4675 54 53 513 0,39 | 433 3,83 4,03 4,06 025 | 3,40 2,925 2,875 3,07 0,29
9 | 88 795 645 7,76 1,22 | 683 645 643 657 022 | 595 6075 5325 578 040 | 433 450 4,70 451 019 | 3,59 3,15 3,35 325 0,14
10 | 928 843 695 822 1,18 | 7,70 7,38 795 7,68 029 | 608 685 7,13 668 054 | 490 530 505 508 020|378 3,78 3,35 363 0,25
11 | 930 865 7,55 850 0,88 | 815 875 813 834 035|770 7,75 683 7,43 052 | 578 543 525 548 027 |3,875 3,99 3,475 3,99 027
12 | 930 880 850 88 0,40 | 840 9,00 843 861 034|813 82 728 7,87 051|595 575 610 593 018 | 420 42 3,675 403 0,30
13 [10,00 10,00 885 9,62 0,66 | 885 10,00 895 9,27 064 | 900 923 825 88 051 | 648 678 640 655 020 | 443 4475 4 430 0,26
14 [10,00 10,00 10,00 10,00 0,00 | 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00 | 10,00 10,00 830 9,43 0,98 | 7,00 7,25 670 698 0,28 | 483 4525 42 452 0,31
15 | 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00 | 10,00 10,00 10,00 10,00 0,00 | 10,00 10,00 848 949 028 | 7,05 7,75 7,63 7,48 037 | 510 49 45 483 0,31

Fonte: Autores (2017).




Tabela 10 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante vermelho de metila, no meio de cultivo 2.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 2 (cm) - Vermelho de metila

82

Controle 0,001% | 0,01% 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP

1 1,00 1,20 1,10 1,10 0,10 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,03 1,05 1,00 1,03 0,03 | 1,03 1,00 1,00 1,01 001 | 1,03 1 1,05 1,03 0,03
2 1,48 1,73 1,45 155 0,15 | 1,25 125 1,35 1,28 0,06 | 1,58 1,58 1,50 1,55 0,04 | 1,48 1,40 1,48 1,45 0,04 | 1,40 1,45 1,475 1,44 0,04
3 | 255 1,8 248 228 041 |18 1,8 1,8 1,85 003 | 1,90 2,40 235 222 0,28 | 1,83 1,85 185 1,84 001 | 1,83 1,825 1,925 1,86 0,06
4 | 323 225 335 294 060|238 193 208 213 023 | 308 260 328 298 035|208 233 200 213 017 | 1,93 2 1,93 1,95 0,04
5 |3975 263 408 35 081 | 2,78 285 305 289 0,4 | 395 395 338 3,76 033|290 253 273 2,72 0,19 | 2,25 2,4 2,425 236 0,09
6 |4,375 3,00 453 397 084|323 328 3,8 345 035|445 423 423 430 029 | 3,40 3,08 3,03 3,17 020 | 2,55 2,68 2,65 2,63 0,07
7 | 545 343 510 466 1,08 | 400 3,73 393 3,88 0,14 | 4575 4925 508 48 0,26 | 3,38 3,50 365 3,51 0,14 | 2,83 3,075 2,975 2,96 0,13
g | 410 615 6375 554 1,25 | 415 4,30 4,10 4,18 0,10 | 525 4,975 515 513 0,14 | 3,78 4,10 375 3,88 0,20 | 2,95 3,375 325 3,19 0,22
9 | 463 708 7,15 628 1,44 | 455 498 488 480 0,22 |5325 575 575 561 025|418 448 400 4,22 024 | 32 350 3,45 3,38 0,116
10 | 53 803 798 710 156 | 573 620 533 575 044 | 645 6,33 655 644 0,11 | 438 460 485 4,61 0,24 | 3,35 3,575 3,88 3,60 0,26
11 | 588 848 858 764 153|650 65 570 623 046 | 7,18 7,08 7,03 7,09 008 | 533 48 518 511 0,26 |3,525 3,70 39 3,71 0,19
12 | 665 868 890 808 1,24 | 7,03 673 660 678 022 | 758 7,40 7,20 7,39 0,19 | 540 5125 530 528 0,14 | 3,65 3,80 3,95 3,80 0,15
13 | 7,00 10,00 10,00 9,00 1,73 | 790 7,05 803 7,66 0,53 | 835 825 823 828 007 |59 556 574 573 0,17 | 3,71 3,90 4,175 3,93 0,23
14 | 7,48 10,00 10,00 9,16 1,46 8 723 823 7,73 0,71 | 841 828 828 828 000 | 604 600 618 607 009 | 3,78 3,95 4275 4,00 0,25
15 | 7,95 10,00 10,00 9,32 1,18 | 835 7,80 850 808 0,39 | 848 840 843 8§43 004 | 618 64 620 626 012 | 42 400 4,625 431 044

Fonte: Autores (2017).




Tabela 11 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante vermelho de metila, no meio de cultivo 3.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 3 (cm) - Vermelho de metila

83

Controle 0,001% | 0,01% | 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3  Média DP  P1_ P2 P3  Média DP Pl P2 P3  Média DP_P1L P2 P3  Média DP

1 [1200 108 115 1,08 008 | 1,00 1,00 1,00 1,00 000 | 1,00 1,00 1,00 100 000 ] 1,03 113 105 107 005 | 1,00 1 1,03 1,01 0,01
2 | 153 1,20 145 139 017 | 1,40 1,43 140 141 001 | 1,58 138 135 143 012 | 1,40 1,68 1,58 155 0,14 | 1,33 1,38 143 138 0,05
3 |18 213 203 201 013 | 205 205 208 206 001|193 200 198 197 004 | 1,80 210 1,95 195 0,15 | 1,88 1,78 1,83 1583 0,05
4 | 255 228 243 242 014 | 225 218 215 219 005 | 2,53 215 225 231 019 | 260 2,10 2,28 2,33 025 | 1,90 2,05 193 196 0,08
5 [310 273 308 297 021|230 258 245 244 014 | 2,68 308 253 276 028 |28 218 241 248 034 | 2,08 2,05 203 206 0,02
6 | 325 300 328 318 015|273 293 273 279 012 | 2,8 333 293 303 026|308 295 255 28 027 | 25 205 221 213 0,11
7 | 338 403 348 363 035|253 280 290 274 019 |3175 315 38 338 037 | 2,83 280 328 297 027 | 238 2,8 24 254 027
8 | 403 443 38 408 032 | 315 323 320 3,19 004 |3325 33 415 359 002 | 295 3,00 3,48 3,14 029 |2,625 3,025 235 267 0,34
9 | 590 478 583 550 063 | 3,58 3,65 355 3,5 005 | 3,55 3575 4625 392 061 |3525 3,35 4,00 3,68 046 | 298 3,525 2,63 3,04 045
10 5 545 625 557 0,63 | 428 458 443 443 0,15 | 413 408 510 410 004 | 3,75 3,83 448 402 0,40 | 3,14 3,85 2,83 327 0,53
11 | 548 5675 643 586 050 | 441 468 480 4,63 020 | 453 470 590 504 075 | 43 3,875 480 434 065 | 33 42 295 358 0,88
12 | 705 638 650 664 036 | 455 508 493 4,85 027 | 481 494 609 528 0,70 | 4,475 4,475 533 476 049 | 3,4 433 300 366 094
13 | 708 64 733 693 048 | 498 548 525 523 035 510 518 628 552 066 | 505 583 563 550 040 |3525 468 315 391 1,08
14 | 768 713 760 7,47 030 | 51 578 525 551 037 | 513 523 638 558 069 | 525 620 565 570 048 | 3,80 476 335 397 0,72
15 | 833 743 78 7,8 045 6075 608 608 608 000|515 5725 648 610 053 | 560 623 640 608 042 | 395 485 338 411 1,04

Fonte: Autores (2017).




Tabela 12 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante vermelho de metila, no meio de cultivo 4.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 4 (cm) - Vermelho de metila

84

Controle 0,001% 0,01% | 0,1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 ) P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP

1 1,03 100 1,00 1,01 0,01 | 1,03 100 1,08 1,03 0,04 | 1,00 1,00 1,00 100 0,00 | 1,03 100 1,05 1,03 0,03 | 1,10 1,025 1 1,04 0,05
2 1,20 1,20 1,30 1,23 0,06 | 1,23 1,28 1,50 1,33 0,5 | 1,33 1,35 1,33 1,33 0,01 | 1,55 1,45 1,45 1,48 0,06 | 1,65 1,35 1,4 1,47 0,16
3 1,90 1,98 1,85 191 006 | 1,75 193 1,80 1,83 0,09 | 1,93 190 1,85 189 0,04 | 1,85 1,88 1,85 1,8 0,01 | 1,80 1,725 1,975 1,83 0,13
4 | 218 200 1,8 200 0,18 | 2,18 2,03 2,00 2,07 0,09 | 2,00 213 2,08 207 006|200 19 1,93 19 004 | 1,90 1,875 2,05 1,94 0,09
5 | 233 208 1,8 208 024|240 2,40 2,45 2,42 0,03 | 2,45 2,48 2,30 241 0,09 | 2,25 2,25 2,23 224 0,01 | 205 1,95 2,05 2,02 0,06
6 | 240 245 245 243 0,03 | 255 2,78 2,63 265 0,1 | 2,70 2,8 255 2,70 0,15 | 2,50 2,55 2,53 2,53 0,02 | 2,18 2,00 2,20 2,13 0,11
7 | 340 318 268 308 037 |28 310 28 293 015|315 3,15 32 317 003|303 29 28 291 011 | 2,68 258 2,6 2,62 0,05
8 | 423 408 38 403 022|328 315 3,58 333 022|325 315 335 325 0,10 | 3,15 3,33 3,00 3,16 0,16 |2,925 2,99 2,675 2,83 0,22
9 | 445 488 470 468 021 |3,525 325 3,93 359 048 | 3,6 3,425 3,625 3,55 0,11 | 3,40 3,73 3,63 3,58 0,17 3 734 28 311 041
10 | 530 548 523 533 013 | 415 448 4,28 430 0,16 | 3,73 3,95 3,85 384 0,11 | 390 4,05 400 398 0,08 | 355 35 3,125 3,39 0,23
11 | 595 640 630 622 0724 | 468 515 4,70 4,84 0,27 | 440 4,28 445 438 0,09 | 440 430 425 4,32 008|360 36 3,3 3,60 0,00
12 | 62 650 638 644 0,09 | 478 455 520 484 033 | 463 4,53 450 455 0,07 | 455 435 4,4 438 004 | 3,83 3,675 3,36 3,62 0,24
13 | 640 7,3 7,15 695 048 | 523 535 553 537 015|538 535 513 528 0,14 | 495 505 510 503 0,08 | 3,95 4,075 343 3,82 0,34
14 | 675 736 7,15 7,09 031523 535 58 548 033 | 54 57 539 554 022|519 538 515 526 016 | 405 41 344 3,8 037
15 | 795 7,43 7,55 7.64 0727 | 595 6,275 585 603 022|568 605 565 579 0722|5425 565 525 545 028 | 448 4,175 3,45 4,03 0,53

Fonte: Autores (2017).




Tabela 13 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante fast blue RR, no meio de cultivo 1.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 1 (cm) - Fast Blue RR

85

Controle 0.001% 0.01% | 0.1% 1%

Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP

1108 107 115 110 0.4 | 1.00 100 100 1.00 0.00 | 1.00 110 1.08 1.06 005 | .00 1.00 1.00 1.00 000 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0
2| 150 160 140 150 0.10 | 150 113 103 122 0.25 | 150 148 150 149 001 | 150 140 108 133 0.22 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0
31193 258 203 218 035 | 134 171 124 143 025 | 198 200 210 203 007 | 1.98 1.80 145 174 027 | 1.00 1.00 100 1.00 0
4 | 3.80 347 308 345 036 | 1.18 230 145 164 059 | 225 220 263 236 023 | 253 193 220 222 030 | 100 1.00 1.00 1.00 0
51| 495 393 333 407 0.82 1.4 345 228 271 062 | 2.85 240 3.15 280 038 | 265 270 283 273 0.9 | 1.00 100 1.00 1.00 0
6 | 6.03 433 380 472 116 | 0.00 368 305 336 197 | 353 303 373 343 036 | 265 3.23 290 293 0.29 | 100 1.00 1.00 1.00 0
/| 7.20 570 458 583 132 | 000 3.88 3.53 370 214 4.4 355 463 419 057 | 355 400 383 391 012 | 1.00 100 1.00 1.00 0
8| 810 698 540 6.83 136 | 0.00 424 408 416 240 | 49 398 529 474 068 | 436 455 435 442 011 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0
9| 888 79 645 776 122 | 0.00 460 463 461 266 | 553 4.4 595 529 080 | 5.18 510 488 505 0.16 | 1.00 100 100 1.00 0
10| 9.28 8.43 6595 822 118 | 000 578 570 574 331|695 530 715 647 102 | 638 6.15 59 616 021 | 1.00 100 1.00 1.00 0
11| 930 865 755 850 088 | 000 683 650 666 3.85 | 7.85 585 800 685 141 | 723 7.5 683 7.07 021 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0
12| 9.30 880 850 887 040 | 000 7.33 800 766 444 | 808 6.08 813 7.43 117 | 745 775 770 7.63 0.16 | 1.00 100 1.00 1.00 0
13|10.00 1000 885 9.62 066 | 000 7.73 9.03 838 483% | 888 690 10.00 845 219 | 885 880 853 873 0.8 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0
14| 10.00 10.00 10.00 10.00 0.00 | 0.00 838 9.23 880 510 |1000 7.15 10.00 9.05 165 |10.00 10.00 888 9.63 0.65 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0
15| 10.00 10.00 10.00 10.00 0.00 | 0.00 863 10.00 931 542 |1000 7.75 10.00 925 130 |10.00 10.00 10.00 10.00 0.00 | 1.00 1.00 1.00 1.00 0

Fonte: Autores (2017).




Tabela 14 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante fast blue RR, no meio de cultivo 2.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 2 (cm) - Fast Blue RR

86

Controle 0,001% 0,01% | 0,1% 1%
Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 ) P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP
1 1,00 120 1,10 1,10 0,10 | 1,10 1,20 1,00 1,10 0,10 | 1,08 1,08 1,00 1,05 0,04 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
2 1,48 1,73 1,45 155 0,15 | 1,55 1,53 1,75 161 0,12 | 1,68 1,53 1,70 163 0,09 | 1,05 1,00 1,38 1,14 0,20 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
3 |25 1,80 248 228 041 | 1,8 233 2,43 220 0,31 |2075 230 238 234 005 | 1,45 1,25 1,68 1,35 0,14 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
4 | 323 225 335 294 060|268 250 3,18 2,78 0,35 | 2,63 298 283 281 018 |1,775 1,33 2,03 1,68 0,49 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
5 |3975 263 408 356 081|300 315 3,53 308 0,1 | 3,13 3,53 3,33 333 0,20 | 205 150 235 1,78 0,39 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
6 |4,375 300 453 397 084 | 35 363 413 356 0,09 | 3,60 4,03 395 38 0,23 |28 1,70 253 211 0,58 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
7 | 545 343 510 466 1,08 | 440 4,70 498 4,69 0,29 | 503 4,93 463 48 0,21 | 3,63 2,40 3,43 3,15 0,66 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
8 | 410 6,15 6375 554 125 | 505 4,85 546 512 0,31 | 520 541 531 531 0,11 | 413 2,81 3,76 3,57 0,68 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
9 | 463 708 715 628 144|570 500 595 555 049 | 538 590 600 576 0,34 | 463 3723 4,10 3,98 071 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
10 | 53 803 798 7,10 156 | 7,20 7,05 6,23 683 052 | 663 7,30 7,35 7,09 0,40 | 478 403 565 48 081 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
11 | 588 848 858 7,64 153 | 7,83 7,53 663 7,08 064 | 7,80 7,35 7,8 7,67 028 |55 475 628 552 076 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
12 | 665 868 890 808 124|821 7,7 680 7,25 064|800 7,48 793 7,80 0,28 |598 48 658 581 1,40 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
13 | 7,00 10,00 10,00 9,00 1,73 | 860 870 7,75 823 0,67 | 873 848 875 865 0,15 |6925 583 7,90 686 1,47 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
14 | 7,48 10,00 10,00 9,16 1,46 | 8,76 878 830 861 0727 | 885 848 880 871 0,20 | 75 650 818 7,34 1,18 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
15 | 7,95 10,00 10,00 9,32 1,18 | 893 10 838 910 083 | 10 883 893 8838 007|810 710 858 7,60 0,71 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0

Fonte: Autores (2017).




Tabela 15 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante fast blue RR, no meio de cultivo 3.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 3 (cm) - Fast Blue RR

87

Controle 0,001% 0,01% | 0,1% 1%
Dia P1 ) P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP
1 1,00 1,08 1,15 1,08 0,08 | 1,08 1,03 1,18 1,09 0,08 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
2 1,53 1,20 1,45 139 0,17 | 1,68 160 1,60 1,63 004 | 1,30 1,35 1,45 137 0,08 | 1,00 105 1,00 1,02 003 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
3 1,88 2,13 2,03 2,01 013 | 2,08 2,15 2,13 2,12 0,04 | 1,58 1,58 1,90 1,68 0,19 | 1,30 1,05 1,08 1,14 0,14 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
4 | 255 228 243 242 o014 | 255 2,48 253 252 004 | 1,8 1,80 260 2,08 045 | 1,30 1,06 1,13 1,16 0,12 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
s |310 2,73 308 297 o021 |28 28 268 276 007|238 220 28 248 035 | 1,45 108 1,18 1,23 0,19 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
6 | 325 300 328 3,18 015|285 283 293 287 005|263 223 310 243 028 | 1,65 108 1,23 136 041 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
7 | 338 403 348 363 0,35 3,38 338 3,8 3,52 025 28 340 3,38 322 030|203 140 1,5 1,48 0,11 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
8 | 403 443 38 408 032|368 395 401 3,88 0,18 | 3,31 305 3,75 337 035 | 1,9 18 1,8 1,9 0,05 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
9 |59 478 58 550 0,63 3,98 453 423 424 028 | 3,75 2,70 4,13 353 0,74 | 1,90 2,35 2,18 2,14 0,23 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
10 | 500 545 625 557 063 | 58 58 000 58 002|435 274 610 442 238 | 2,83 2,6 2,23 255 0,30 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
11 | 548 568 643 58 050 | 678 638 000 658 028|610 2,78 668 518 2,11 | 3,58 34 228 308 0,71 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
12 | 7,05 6,38 650 664 036 | 7,43 693 0,00 693 035|615 278 678 523 2,15 | 3,68 3,40 2,36 3,15 0,69 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
13 | 708 640 733 693 048 | 808 7,48 000 7,78 042 | 7,48 2,85 800 6411 2,83 | 400 475 245 373 1,17 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
14 | 768 7,3 7,60 7,47 030 | 825 7,93 0,00 7,93 023 & 670 813 7,41 1,01 | 478 488 2,60 4,08 1,29 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
15 | 833 743 78 7.8 045 | 853 830 000 841 0,16 |8025 670 828 7,49 1,11 | 513 500 2,85 433 1,28 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0

Fonte: Autores (2017).




Tabela 16 - Halo de crescimento (cm) do P. ostreatus florida no com o corante fast blue RR, no meio de cultivo 4.

Halo de Crescimento do P. ostreatus florida no Meio de Cultivo 4 (cm) - Fast Blue RR

88

Controle 0,001% 0,01% | 0,1% 1%
Dia P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP P1 P2 P3 Média DP
1 1,03 1,00 1,00 1,01 0,01 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
2 1,20 1,20 1,30 1,23 006 | 1,55 1,50 1,48 1,51 0,04 | 1,20 1,33 1,28 1,27 0,06 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
3 1,90 1,98 1,85 191 006 | 1,68 195 205 1,89 0,19 | 1,68 1,58 1,60 1,62 0,05 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
4 | 218 200 1,8 200 0,18 | 1,83 198 2,30 214 023 | 1,78 2,20 2,08 2,02 0,22 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
s | 233 208 18 208 0724|255 248 243 248 006 | 2,23 235 240 2533 0,09 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
6 | 240 245 245 2,43 003|258 2,8 285 275 0,15 | 263 293 258 271 0,19 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
7 | 340 318 268 3,08 037|363 328 363 351 020|345 34 353 346 006 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
g8 | 423 408 38 403 0722 |38 370 38 379 008 |3675 335 3,8 363 025 1,01 1,01 1,13 105 0,06 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
9 | 445 488 470 468 021 | 408 413 400 407 006 | 39 3,3 4,175 379 045 | 1,03 1,03 1,25 1,10 0,13 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
10 | 530 548 523 533 013|528 505 510 514 0,12 | 450 493 460 468 0,22 | 1,13 1,25 168 1,35 029 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
11 | 595 640 630 622 024|535 595 623 58 045 | 48 525 535 515 0,26 | 1,25 1,35 195 1,52 038 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
12 | 620 650 638 644 009 | 558 603 623 58 032 |5375 548 560 554 0,09 | 1,63 1,48 2,08 1,55 0,11 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
13 | 640 7,30 7,15 695 048 | 7,35 7,63 6,43 713 063 | 7,20 693 7,20 711 0,16 2 1,98 2,65 2,31 048 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
14 | 675 7,36 7,15 7,09 031 | 7,88 8525 6975 7,79 0,78 | 7,70 7,45 7,60 7,58 0,13 | 2,30 2,13 3,15 | 2,53 0,55 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0
15 | 795 7,43 755 7,64 027 | 82 865 7,8 824 039 | 825 793 815 811 0,17 | 2,30 2,28 315 2,71 062 | 1,00 1,00 1,00 1,00 0

Fonte: Autores (2017).




