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POTENCIAL BIORREMEDIADOR DE BASIDIOMICETOS EM
MEIOS COM DETERGENTE DE MACA

BIOREMEDIAL POTENTIAL OF BASIDIOMYCETES IN MEDIA
WITH APPLE DETERGENT

Resumo: O expressivo uso de saneantes no Brasil e no mundo representa um risco para
toda a cadeia trofica dos ecossistemas aquaticos. Por esta razéo, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial biorremediador “in vitro” dos isolados fangicos de Lentinula
edodes (LED 96/18), Pleurotus ostreatoroseus (POS SP1) e Pycnoporus sanguineus
(PS) em meios contendo detergente de macd, a fim de propor uma alternativa
biotecnologica para o tratamento de aguas residuais contendo detergente. Foram
realizados quatro bioensaios: a) bioensaio 1: avaliacdo do crescimento micelial dos
isolados fungicos em meio solido de batata-dextrose-agar (BDA) com 0, 50, 100, 200,
400 e 800 pL.L™ de detergente; b) bioensaio 2: analise da capacidade biorremediadora
dos isolados fingicos em meio liquido & base de extrato de levedura com 200 pL.L? de
detergente e com 0, 20, 40, 80 e 160 mg.L™ do corante azul de metileno; c) bioensaio 3:
estudo da fitotoxicidade do meio de extrato de levedura com 200 pL.L? de detergente e
com 40 e 80 mg.L do azul de metileno apds o cultivo flingico e d) bioensaio 4: avaliagio
do crescimento micelial dos isolados fungicos em meio sélido de BDA com 0, 20, 40,
80 e 160 mg.L™ de corante autoclavado e 200 pL.L™? de detergente. No bioensaio 1, ndo
houve inibicéo total do crescimento micelial dos isolados fangicos testados até 800 pL.L
! de detergente. N&o houve inibicio significativa do didmetro micelial e da velocidade
de crescimento dos isolados de LED 96/18 e PS até 200 pL.L™ de detergente. No
bioensaio 2, os isolados LED 96/18 e PS promoveram a descoloracdo do meio liquido
com 80 mg.L* de azul de metileno e 200 pL.L™ de detergente em 36,7% e 28,6% apds
nove dias de cultivo, respectivamente. No bioensaio 3, a presenca de detergente e azul
de metileno inibiu o desenvolvimento da radicula de tomateiro. Neste bioensaio, o
cultivo de LED 96/18 e PS nédo conseguiu alterar o efeito fitotoxico do detergente, porém
alterou o pH e a condutividade elétrica do meio. No bioensaio 4, ndo houve inibicéo
significativa do didmetro micelial e da velocidade de crescimento do PS até 20 mg.L™
de azul de metileno. Desse modo, a metodologia aplicada € eficaz para avaliar o potencial
biorremediador “in vitro” destes fungos. E os isolados LED 96/18 e PS apresentam
potencial biorremediador “in vitro” de meios com detergente de maca.
PALAVRAS-CHAVE: Biorremediacdo; Fitotoxicidade; Fungos; Saneantes.

ABSTRACT: The significant use of sanitizing in Brazil and in the world represents a
risk for the entire trophic chain of the aquatic ecosystems. For this reason, the aim of this
work was to evaluate the bioremedial potencial in vitro of the fungal isolates of Lentinula
edodes (LED 96/18), Pleurotus ostreatoroseus (POS SP1) and Pycnoporus sanguineus
(PS) in media containing apple detergent, in order to propose a biotechnological
alternative for the treatment of detergent-containing wastewater. Four bioassays were
carried out: a) bioassay 1: evaluation of mycelial growth of fungal isolates in potato-
dextrose-agar (PDA) solid medium with 0, 50, 100, 200, 400 and 800 pL.L? of
detergent; b) bioassay 2: analysis of the bioremedial capacity of fungal isolates in liquid
medium based on yeast extract with 200 pL.L? of detergent and with 0, 20, 40, 80 and
160 mg.L™ of methylene blue dye; c) bioassay 3: study of the phytotoxicity of the yeast
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extract medium with 200 pL.L™ of detergent and with 40 and 80 mg.L ™! of methylene
blue after fungal cultivation and d) bioassay 4: evaluation of mycelial growth of fungal
isolates in PDA solid medium with 0, 20, 40, 80 and 160 mg.L™ of autoclaved dye and
200 pL.L™ of detergent. In bioassay 1, there wasn’t total inhibition of mycelial growth
of fungal isolates tested up to 800 uL.L* of detergent. There wasn’t significant inhibition
of mycelial diameter and growth velocity of isolates LED 96/18 and PS up to 200 pL.L"
! of detergent. In bioassay 2, the isolates LED 96/18 and PS promoted the discoloration
of the liquid medium with 80 mg.L™? of methylene blue and 200 uL.L* of detergent in
36.7% and 28.6% after nine days of cultivation, respectively. In bioassay 3, the presence
of detergent and methylene blue inhibited the development of tomato radicle. In this
bioassay, the cultivation of LED 96/18 and PS could not alter the phytotoxic effect of
the detergent, but it altered the pH and electrical conductivity of the medium. In bioassay
4, there wasn’t significant inhibition of mycelial diameter and growth velocity of PS up
to 20 mg.L? of methylene blue. Thus, the applied methodology is effective to evaluate
the bioremedial potential of these fungi in vitro. And the isolates LED 96/18 and PS have
bioremediation potencial in vitro of media with apple detergent.

KEYWORDS: Bioremediation; Phytotoxicity; Fungi; Sanitizing.

Introducéo

O setor de higiene, limpeza e saneantes tem apresentado crescimento expressivo
na fabricacdo de detergentes para lavar loucas ao longo dos anos no mundo. No Brasil,
a producao de detergentes aumentou 60,7% em 2021 quando comparado ao ano anterior,
cuja fabricacdo de 901.037 mil litros representou 3,2 milhdes de reais. Outros produtos
domissanitarios como os detergentes para lavar roupas (em po e liquido) e sabdo em
barra geraram 11,2 milhdes e 1,7 milhdes de reais, respectivamente (ABIPLA, 2022).

De forma geral, o expressivo consumo destes produtos no mercado brasileiro
representa um risco ambiental, pois acarreta no langamento de grande quantidade destes
compostos quimicos nos corpos hidricos. Uma vez que, apenas 42,6% dos esgotos sao
coletados e tratados, bem como a eficiéncia de remoc¢do da demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) nas Estacdes de Tratamentos de Efluentes (ETES) tem sido inferior a
60% (ANA, 2017).

Estudos mostram que nos esgotos domeésticos, a taxa de detergentes varia de 3 a
6 mg/L, cujo langamento inadequado nos recursos hidricos pode impactar o0s
ecossistemas aquaticos, devido ao fosforo presente na formulacdo de detergentes lava-
roupas, o qual contribui para a proliferacdo de cianobactérias, a eutrofizacdo dos corpos
hidricos e ocasionar problemas de abastecimento e de satde publica (CETESB, 2021;
Quevedo e Paganini, 2018).

O langamento de detergentes lava-lougas nos corpos hidricos também representa
um risco ambiental devido a toxicidade dos tensoativos, conservantes, corantes,
fragancias e/ou espessantes. Sobrino-Figueroa (2018) observaram que o grau de
toxicidade destes saneantes variou de nocivo a altamente toxico a depender da especie,
segundo a classificacdo do Sistema Globalmente Harmonizado (GHS), o que demonstra
um impacto em toda a cadeia trofica aquatica.

Effendi et al. (2017) também observaram que a toxicidade dos detergentes sobre
bactérias marinhas foi influenciada pelo tempo de exposi¢éo, pela concentracédo e pela
marca do produto. Enquanto Sobrino-Figueroa (2018) relataram que 0 aumento da
temperatura contribuiu para o acréscimo da sensibilidade de espécies aquaticas a estes
produtos quimicos. Nesse sentido, 0 aumento da temperatura dos corpos hidricos devido
ao fendmeno do agquecimento global pode ampliar os impactos do lancamento destes
produtos domissanitarios no ecossistema aquético.
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A fim de minimizar os efeitos adversos destes saneantes no meio ambiente, a
resolugdo n. 359/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
determinou o teor maximo de fésforo na formulacao de detergentes em po. E a resolucéo
n. 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) determinou que
corpos hidricos de aguas doces de classes 1, 2, 3 e 4 devem ter no maximo 0,5 mg/L de
linear alquilbenzeno sulfonato (LAS). Enquanto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria através da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) de n° 694/2022 determinou
que os tensoativos anionicos utilizados na composicdo de detergentes devem ser
biodegradaveis.

No entanto, a biodegradabilidade dos detergentes ndo implica a auséncia de
impactos no ecossistema aquatico, pois 0s produtos biodegradaveis apresentam
diferentes tempos de biodegradacdo e compostos residuais resultantes apds a
biodegradacao (Kogawa et al., 2017).

Dentre as tecnologias de tratamento de efluentes com produtos domissanitarios,
Takdastan et al. (2017) relataram que a aplicacdo da eletrocoagulacdo por meio do uso
de elétrodos de Al-Fe foi capaz de remover em até 94% o detergente de efluentes de
lava-jatos. E Wahyuni et al. (2016) observaram a degradacédo de até 90% do detergente
anidnico presente em efluentes de lavanderia por meio dos processos oxidativos com
UV/Fe?*/H,0,. Enquanto, Delforno et al. (2017) descreveram a aplicagdo dos
biorreatores anaerdbicos e aerébicos com um consorcio bacteriano capaz de degradar em
até 93% o LAS do efluente de lavanderia.

Nos processos bioldgicos, os fungos filamentosos também podem ser uma
alternativa de biorremediacdo de produtos domissanitarios, pois 0s ascomicetos
Penicillium cyclopium e Aspergillus niger foram capazes de degradar o detergente
aniénico Merix em 47% e 30% apds 16 dias de cultivo, respectivamente (Jakovljevic e
Vrvic, 2015, 2016).

Apesar de ndo terem sido encontradas pesquisas relacionadas a capacidade de
basidiomicetos de degradarem detergentes, os fungos pertencentes aos géneros
Lentinula, Pleurotus e Pycnoporus promoveram a degradacdo de corantes, pesticidas e
farmacos devido a sintese de enzimas oxidativas (Eichlerova e Baldrian, 2020; Henn et
al., 2020; Kryczyk-Poprawa et al., 2019). E que o0 emprego de residuos lignocelulésicos
estimulou a sintese de enzimas, como a lacase, que promoveram a descoloracao do meio
suplementado com o corante azul brilhante de remazol (Menezes e Barreto, 2015;
Teixeira et al., 2016)

Entretanto, a eficacia da biorremediacdo de detergentes por fungos pode ser
influenciada pela temperatura, pela aeracdo, pelo pH do meio de cultivo, pela
concentracdo e pela composicao do detergente, pelo periodo de cultivo, pela espécie
fangica e pela genética do inoculo (Jakovljevic e Vrvic, 2015).

Outro fator importante a ser considerado € que o grau de toxicidade do
contaminante pode ser alterado apds o cultivo fangico, tal como relatado por Freitas et
al. (2017). Segundo estes autores, a degradacdo enzimatica do bisfenol A pela lacase
produzida pelo basidiomiceto Pleurotus pulmonarius produziu o subproduto p-acido
hidroxibenzoico de maior toxicidade.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial biorremediador “in
vitro” dos isolados fungicos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatoroseus e
Pycnoporus sanguineus em meios contendo detergente, a fim de propor uma alternativa
biotecnoldgica para o tratamento de aguas residuais contendo detergente.
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Material e métodos

Inoculante fungico

Os isolados fungicos testados foram Lentinula edodes (LED 96/18), Pleurotus
ostreatoroseus (POS SP1) e Pycnoporus sanguineus (PS).

Os isolados fungicos foram multiplicados em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA comercial; 39 g.L ') em camara incubadora a 28 + 1°C com fotoperiodo de oito
horasde luz durante sete dias. O meio de cultura colonizado foi utilizado como
inoculante.

Detergente

O detergente lava-loucas utilizado foi o de magd, marca comercial Ypé®,
composto por tensoativos anibnicos, sequestrante, conservantes, espessante,
coadjuvante, corante, fragancia, agua e tendo como componente ativo o Linear Alquil
Benzeno Sulfonato de Sddio conforme descricéo do fabricante.

Potencial biorremediador dos isolados fungicos

Para avaliar o potencial biorremediador “in vitro” dos isolados fungicos em meio
de cultura suplementado com detergente de maca e/ou corante azul de metileno foram
realizados quatro bioensaios (Figura 1).

1° Bioensaio

Avaliar o crescimento fingico em meio sélido
contendo detergente

2° Bioensaio
Avaliar a capacidade dos isolados fangicos de
removerem o detergente do meio liquido

3° Bioensaio
Avaliar a capacidade dos isolados flngicos de
alterar a fitotoxicidade do meio liquido
contendo detergente

L ° Bioensaio
Avaliar o crescimento fangico em meio sélido
contendo detergente e azul de metileno

Figura 1 — Fluxograma dos bioensaios realizados no presente trabalho

Bioensaio 1 - Crescimento micelial dos basidiomicetos em meio sélido BDA +
serragem e detergente de maca

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) no
esquema fatorial de 3 x 6, correspondente ao cultivo de trés isolados fungicos (LED
96/18, POS SP1 e PS) em meio s6lido de BDA comercial (39 g.L™?) suplementado com
serragem (1 g.L™) com seis concentracdes de detergente de macé (0, 50, 100, 200, 400
e 800 pL.L) e quatro repeticdes por tratamento.
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A adicdo de serragem proveniente de placa de fibra de média densidade (MDF)
com tamanho de particulas menores que 20 mesh foi com o intuito de estimular a sintese
de enzimas oxidativas que podem promover a degradacdo do detergente.

Ap0s a autoclavagem e resfriamento do meio BDA+serragem, o detergente de
maca foi adicionado ao meio conforme o tratamento. Em seguida, 20 mL da mistura
(meio de cultura + detergente) foram transferidos para placas de Petri e, ap0s a
solidificacdo foi transferido um disco micelial de 7 mm de diametro do inoculante
fangico. A incubacéo foi realizada a 28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz, durante
seis dias.

As variaveis analisadas foram: diametro micelial (DM), velocidade de
crescimento micelial (VM), porcentagem de inibicdo do didmetro micelial e da
velocidade de crescimento.

O diametro micelial, em cm, foi avaliado pela medicdo cruzada do crescimento
micelial com régua milimetrada. A velocidade de crescimento, em cm.dia®, foi calculada
pela equacdo: VM = (DMf — DMi)/ P, em que: DMf = didmetro micelial final, DMi =
didmetro micelial inicial e P = periodo de cultivo, em dias. A porcentagem de inibicéo
de crescimento do diametro (PIC-DM) e da velocidade de crescimento (PIC-VM) foi
determinada pela equacgdo: PIC(%) = [(A — B)/A] x 100, em que: A = valor da variavel
(diametro micelial ou velocidade de crescimento) no tratamento testemunha sem
detergente e B = valor da varidvel no tratamento fingico com detergente.

Bioensaio 2 - Crescimento micelial dos basidiomicetos em meio liquido
suplementado com detergente de maca e azul de metileno nédo autoclavado

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), no
esquema fatorial de 3 x 5, correspondente a testemunha sem inoculacdo fangica e o
cultivo de LED 96/18 e PS em meio liquido de extrato de levedura (25 g.L™!) com
detergente comercial de magé (200 pL.L™) e cinco concentrages de azul de metileno
(0, 20, 40, 80 e 160 mg.L ), com quatro repeticdes por tratamento. Os isolados fingicos
e a concentracdo do detergente de maca foram selecionados com base nos resultados do
bioensaio 1.

O corante utilizado foi o azul de metileno, adquirido da PROQUIMIOS, com a
formula quimica C16H1sCIN3S.3H20 e massa molar de 373.90 g.mol™. A adicéo desse
corante foi com o intuito de avaliar a remocdo de detergente de maca do meio, pois
Mastroti et al. (1998) relataram que os detergentes que possuem tensoativos aniénicos
podem se ligar aos corantes sintéticos catidnicos formando um complexo, o que
possibilita a determinacdo da taxa de remoc¢éo do detergente e corante do meio a partir
da analise em espectrofotémetro.

O corante azul de metileno e o detergente foram adicionados ao meio de cultura
a base de extrato de levedura autoclavado a 120 °C e 1 atm durante 20 min, conforme o
tratamento. Apds o resfriamento foram transferidos dois discos miceliais de 7 mm de
didmetro do inoculante. No tratamento testemunha ndo foram adicionados discos
inoculantes. A incubagéo foi realizada a 28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz, durante
nove dias apos a inoculagdo fungica.

As variaveis analisadas foram: a taxa de descoloracdo do meio de cultivo com
detergente + corante de azul de metileno, a taxa de contaminagdo do meio de cultivo e a
identificacdo dos microrganismos contaminantes, e a absor¢do do meio de cultivo
contendo detergente + azul de metileno pelo micélio fungico.

A taxa de descoloracéo (DC, %) da mistura do meio de cultivo com detergente e
corante apds o cultivo dos isolados fungicos foi determinada pela equagdo: DC = [(A-
B/A] x 100, em que: A = absorbancia do tratamento com azul de metileno e detergente,
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sem inoculacdo fangica e B = absorbancia do tratamento com azul de metileno e
detergente, com inoculacdo fangica. A absorbancia do meio de cultivo foi obtida pela
analise das solucdes em espectrofotémetro UV-vis com o comprimento de onda de 612
nm.

A taxa de contaminacdo (TC, %) foi avaliada pela presenca de bactérias e/ou
fungos distintos dos isolados de LED 96/18 e PS, por repeticdo. Os dados foram
transformados em porcentagem, por tratamento.

A identificacdo dos microrganismos contaminantes realizada com base nas
estruturas reprodutivas coradas com azul de metileno (0,1%) e observadas ao
microscopio Optico com aumento de até 400x, segundo a classificacdo de Barnett e
Hunter (1998).

A absor¢do do meio de cultivo contendo detergente + azul de metileno pelo
micélio fungico foi avaliada visualmente por meio da mudanca de coloracao do micélio
fangico, ap6s o cultivo dos isolados.

Bioensaio 3 — Fitotoxicidade do meio liquido suplementado com detergente de maca
e azul de metileno apds nove dias de cultivo fangico

A fitotoxicidade do meio de cultura, com e sem coloniza¢do fungica por nove
dias de cultivo, foi avaliada em dois experimentos.

No 1° experimento, a fitotoxidade do meio colonizado pelos isolados fungicos
foi avaliada em um experimento com delineamento inteiramente causalizado com quatro
tratamentos (testemunha em agua destilada autoclavada; testemunha em 1% do meio de
cultura a base de extrato de levedura com 200 pL.L™ de detergente e 40 mg.L™ de azul
de metileno sem inoculagdo fangica; e 1% do meio de cultura ap6s cultivo de LED 96/18
e de PS). Foram realizadas quatro repeti¢fes por tratamento, conforme a recomendacéo
da Norma OCSPP 850.4230 da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA). Para tanto, 40 sementes de tomateiro cultivar Rasteiro Rio Grande foram
submersas nos respectivos tratamentos durante trés minutos. Posteriormente, por
repeticdo 10 sementes foram transferidas para uma placa de Petri contendo dois papeis
de filtro previamente autoclavados. Em seguida, os papéis de filtro com as sementes
foram umedecidos com 10 mL de agua destilada autoclavada. A incubacéo das sementes
foi realizada a 28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz, durante cinco dias.

No 2° experimento de fitotoxidade foi utilizado o delineamento inteiramente
causalizado composto por quatro tratamentos (testemunha em d&gua destilada
autoclavada; testemunha em 10% do meio de cultura & base de extrato de levedura com
200 pL.L de detergente e 80 mg.L* de azul de metileno sem inoculagéo flingica; e 10%
do meio de cultura apds cultivo de LED 96/18 e de PS), com quatro repeti¢des por
tratamento. Em placas de Petri contendo dois papéis de filtro previamente autoclavados
foram transferidas 10 sementes de tomateiro cultivar Rasteiro Rio Grande. Em seguida,
10 mL da solugéo a 10% do meio de cultura a base de extrato de levedura + detergente
+ corante foram transferidos conforme o tratamento. No tratamento testemunha de agua
destilada foram adicionados apenas 10 mL de &gua destilada autoclavada. A incubagéo
das sementes foi realizada a 28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz, durante cinco dias.

A fitotoxicidade do meio de cultivo com detergente + corante com e sem cultivo
fangico foi avaliada pela taxa de germinacdo das sementes, pelo comprimento da
radicula, apds cinco dias de incubagédo das sementes, e pelo pH e pela condutividade
elétrica dos tratamentos.

A taxa de germinacdo das sementes do tomate foi determinada pela equacgéo:
TXG = (G/T) x 100, em que: G = sementes que germinaram e T = total de sementes
utilizadas. O comprimento da radicula foi determinado com um auxilio do paquimetro
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digital. O pH e a condutividade elétrica das solucOes testadas e da agua destilada
autoclavada foram determinados em triplicata segundo metodologia de Silva (2009).

Bioensaio 4 - Crescimento micelial de isolados de basidiomicetos em meio solido de
BDA com detergente de maca e corante de azul de metileno autoclavado

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) no
esquema fatorial de 2 x 5, correspondente ao cultivo de dois isolados fungicos (LED
96/18 e PS) em meio BDA comercial com detergente comercial de maga (200 pL.L %) e
cinco concentracdes de azul de metileno (0, 20, 40, 80 e 160 mg.L™) e cinco repetigcdes
por tratamento.

O detergente foi adicionado ao meio de cultura BDA com o corante azul de
metileno previamente autoclavado e, em seguida, transferidos 20 mL da mistura para
placas de Petri. Apds o resfriamento, um disco micelial de 7 mm de diametro do
inoculante foi transferido para o centro do meio de cultura. A incubagdo foi realizada a
28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz durante quatro dias.

As variaveis analisadas foram: o diametro micelial, a velocidade de crescimento
micelial, a porcentagem de inibicdo do didmetro micelial e da velocidade de crescimento,
a identificacdo de microrganismos contaminantes, a descoloragdo do meio e/ou a
absorcéo do meio pelo micelio.

O diametro micelial, a velocidade de crescimento micelial, a porcentagem de
inibicdo do diametro micelial (PIC-DM) e da velocidade de crescimento micelial (P1C-
VM) foram avaliados conforme metodologia descrita no bioensaio 1.

A identificacdo dos fungos contaminantes realizada com base nas estruturas
reprodutivas conforme descrito no bioensaio 2. A identificagdo taxonémica dos isolados
bacterianos foi realizada a partir do sequenciamento da regido 16S do rDNA, pelo
programa EzBiocloud considerando apenas as espécies validas.

A descoloracdo do meio e/ou a absorcdo do meio pelo micélio foi avaliada pelo
critério subjetivo de escala de notas, em que: 1 = presenca de descoloracdo do meio e/ou
absorcdo do meio e 0 = auséncia de descoloracdo e/ou absor¢do do meio pelo micélio
apos dez dias de cultivo fangico.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia e nos casos em que
houve significancia foi aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade e a analise de
regressao e onde foi aplicado o test t a 1% e a 5% de probabilidade pelo programa Sisvar
versdo 5.6.

Resultados e discussao

Bioensaio 1 - Crescimento micelial dos basidiomicetos em meio BDA + serragem e
detergente de maca

Para LED 96/18, POS SP1 e PS, a concentragéo de até 200 pL.L™ do detergente
no meio de cultivo ndo reduziu significativamente o didmetro micelial e a velocidade de
crescimento micelial em comparacdo ao tratamento testemunha sem detergente. Deve-
se considerar que o isolado POS SP1 apresentou reducdo significativa do didametro
micelial nas concentragdes de 50 e 100 pL.L™? de detergente, em relacdo as demais
concentracdes de detergente. Este resultado provavelmente ocorreu devido a uma
caracteristica do inoculante fangico, pois ocorreu em todas as repeticGes (Tabela 1,
Figura 2).
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Tabela 1 — Diametro micelial e velocidade de crescimento micelial dos isolados
fangicos em meio de BDA suplementado com seis concentra¢Ges de detergente de maca,
apos seis dias de cultivo

Isolados? Concentracéo de detergente (uL.L™)
Diametro micelial (cm)
0 50 100 | 200 | 400 | 800 Regrgisao'
7,6 7,3 7,2 6,5 4.4 2,8 Linear
LED 96/18 | abA?2 aA aA aA abB bB 0,97**3
6,9 0,8 0,7 7,0 2,9 4.4 Linear
POS SP1 bA bC bC aA bB aB 0,006 ns
9,0 8,7 8,7 7,3 4,8 2,9 Linear
PS aA aA aA aA aB abB 0,96**
CV (%) = 16,6
Velocidade de crescimento (cm.d?)
1,2 1,1 1,1 1,0 0,6 0,3 Linear
LED 96/18 abA aA aA aA abB bB 0,97**
1,0 0,01 0,003 1,1 0,4 0,6 Linear
POS SP1 bA bC bC aA bB aB 0,007ns
1.4 1,3 1,3 11 0,7 0,4 Linear
PS aA aA aA aA aB abB 0,96**
CV (%) =19,0

! Isolados: LED 96/18: Lentinula edodes, POS SP1: Pleurotus ostreatoroseus e PS: Pycnoporus
sanguineus; 2 Médias seguidas de mesma letra (minuscula na coluna; maitiscula na linha) néo diferem entre
si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; e 3 (ns) ndo significativo (p>0,05); e (**) = significativo a
1% (p < 0,01)

Figura 2 — Diametro micelial dos isolados fungicos LED 96/18 (A), POS SP1 (B) e PS
(C) em meio BDA contendo 0 (a), 50 (b), 100 (c), 200 (d), 400 (e) e 800 (f) puL.L* de
detergente de maca, apo6s seis dias de cultivo (barra =1 cm)

Na concentragdo de 400 pL.L™ do detergente no meio de cultivo houve redugio
significativa do didmetro micelial e da velocidade de crescimento micelial para todos 0s
isolados testados em relacdo ao tratamento testemunha. VVale mencionar que, 0 aumento
da concentracdo de detergente de 400 pL.L! para 800 upL.L? ndo influenciou
significativamente nas variaveis analisadas para estes isolados testados (Tabela 1).

Entre os isolados de PS e de LED 96/18 ndo houve diferenca significativa no
diametro micelial e na velocidade de crescimento em todas as concentragdes testadas. O
isolado POS SP1 apresentou diametro micelial e velocidade de crescimento micelial
significativamente menores que o PS com 0, 50, 100 e 400 pL.L* de detergente. N&o
houve diferenca significativa no diametro micelial e na velocidade de crescimento dos
isolados POS SP1 e PS quando cultivados em meio com 800 pL.L* de detergente, mas
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0 LED 96/18 apresentou menor valor destas variaveis analisadas em comparacao ao POS
SP1. N&o houve diferenca significativa entre os isolados fungicos testados no diametro
e na velocidade de crescimento micelial no meio de cultivo com 200 pL.L do detergente
(Tabela 1).

A reducdo do diametro micelial e da velocidade de crescimento micelial nos
tratamentos com LED 96/18 e PS com o0 aumento da concentracdo do detergente foram
ajustados ao modelo de regressdo linear. Ndo houve ajuste do diametro micelial e da
velocidade de crescimento no tratamento POS SP1 (Tabela 1).

Jakovljevi¢ et al. (2015) observaram que a adicdo de detergente no meio de
cultura afeta a producéo de biomassa e o crescimento dos fungos do filo Ascomicota a
depender da concentracdo do produto e da espécie fungica, o que corrobora com os
resultados obtidos para os basidiomicetos neste bioensaio a depender da espécie fungica.
Uma vez que, 0 emprego de 200 pL.L™ de detergente resultou no incremento de 1,3%
no didmetro micelial do isolado POS SP1, enquanto os isolados de LED 96/18 e PS
apresentaram inibicdo de 14,5% e 19,2% no diametro micelial, respectivamente. No
meio com 400 pL.L™ de detergente, a inibicdo do didmetro do POS SP1 foi de 58,7%,
enguanto a porcentagem de inibicéo para os isolados de LED 96/18 e PS foi de 42,3% e
46,6%, respectivamente. N&o houve 100% de inibi¢cdo do crescimento dos isolados
fngicos com o cultivo em meio com até 800 pL.L™ de detergente (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de inibi¢do de crescimento do didmetro micelial (PIC-DM) e
da velocidade de crescimento micelial (PIC-VM) dos isolados fungicos em meio
suplementado com cinco concentracdes de detergente maca, apos seis dias de cultivo

Variavel 1 Concentragio de detergente (uL.L™)
) Isolados

analisada 50 100 200 400 800
LED 96/18 4,02 49 14,5 423 63,4

PIC-DM POS SP1 89,2 89,7 -1,3 58,7 35,9
PS 3,8 3,6 19,2 46,6 67,5
LED 96/18 4.4 54 16,0 46,6 69,9

PIC-VM POS SP1 99,2 99,8 -1,4 65,3 40,0
PS 4.1 3,9 20,8 50,5 73,2

LLED 96/18: Lentinula edodes, POS SP1: Pleurotus ostreatoroseus e PS: Pycnoporus sanguineus; 2Valores
positivos = inibem o crescimento e negativos = estimulam o crescimento micelial

Jakovjlevic e Vrvic (2015, 2016) verificaram que os fungos Penicillium
cyclopium e Aspergillus niger, mesmo com reducdo na biomassa foram capazes de
sintetizar as enzimas protease alcalina, a a-amilase e/ou a invertase, e consequentemente
promover a biodegradacao de detergente.

Vale destacar que os isolados PS, LED 96/18 e POS SP1 apresentaram
porcentagens de redugdo da velocidade de crescimento de -1,4% a 20,8% na
concentracdo de 200 pL.L™ de detergente, enquanto nas concentracdes de 400 e 800
uL.Lt de detergente, as taxas foram de 46,6% a 65,3% e de 40,0% a 73,2%,
respectivamente (Tabela 2). Su e Rodrigues (2022) relataram que fungos com altas
velocidades de crescimento indicam alto potencial de biodegradar os compostos
presentes no meio cultivo, desse modo, os resultados obtidos sugerem que nas
concentracdes de 400 e 800 pL.L? de detergente o potencial biorremediador destes
fungos pode ter sido menor em comparagdo com a concentragio de 200 pL.L™.

Com base nos resultados obtidos, a maior concentragdo de detergente que néo
ocasionou reducdo significativa do diametro micelial e da velocidade de crescimento
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para todos os isolados foi a de 200 pL.L™? e desse modo, foi utilizada nos bioensaios
seguintes. Dentre os isolados testados, todos apresentaram potencial biorremediador do
meio contendo o detergente de macéd, a depender da concentracdo. Todavia, 0s isolados
LED 96/18 e PS apresentaram as menores taxa de inibi¢do do crescimento micelial no
diametro e na velocidade de crescimento com 50, 100 e 400 pL.L™* do detergente e foram
selecionados para serem avaliados nos bioensaios posteriores.

Bioensaio 2 - Crescimento micelial dos basidiomicetos em meio liquido
suplementado com detergente de maca e azul de metileno nédo autoclavado

No tratamento sem a adi¢do do corante azul de metileno (0 mg.L™?), a taxa de
contaminac&o foi de 66,7% na testemunha (sem inoculagdo fungica) e de 0% nos meios
colonizados por LED 96/18 e PS. Porém, no LED 96/18 a taxa de contaminacéo variou
de 50% a 100% com 20 a 160 mg.L™* de corante. E no PS, a contaminacio variou de 25
a 75% nos meios com 40 a 160 mg.L™ do corante. No tratamento testemunha, sem
inoculagéo flngica, a taxa de contaminagdo variou de 25% a 100% com 0 a 160 mg.L™
do corante azul de metileno (Tabela 3).

Tabela 3 — Contaminacéo (%) por bactérias e/ou fungos no meio de cultivo testemunha,
LED 96/18 e PS com detergente e azul de metileno, por tratamento, apds nove dias de
cultivo

Tratamentos” Contaminacao (%) por concentracdo de corante azul de metileno
Omg.L? | 20mg.L? | 40mg.L? | 80mg.L! | 160 mg.L?
Testemunha 66,7 100,0 25,0 75,0 100,0
LED 96/18 0,0 75,0 50,0 50,0 100,0
PS 0,0 0,0 25,0 25,0 75,0

“LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus

O fungo Aspergillus spp. ocorreu nos tratamentos testemunha (sem inoculagéo
fangica), LED 96/18 e PS com uma taxa entre 25% a 75% e a maior frequéncia no meio
com 160 mg.L! de azul de metileno e 200 pL.L? detergente. No entanto, ocorreram
bactérias nos tratamentos com 0 e 20 mg.L! na testemunha (Tabela 4).

18



Tabela 4 — Identificacdo e ocorréncia (%) de microrganismos contaminantes no meio de
cultivo testemunha e dos isolados LED 96/18 e PS com corante azul de metileno e

detergente, ap0s nove dias

Contaminacéo (%) por concentracdo de corante
Tratamentos® | Contaminante azul de metileno
0 20 40 80 160
mgL* |mgL* |[mgL* |mgL* | mgL*
Bactéria 33,3 25,0 - - -
Fungo néo
identificado 33,3 200 ] i -
Aspergillus i 50,0 25,0 75,0 75,0
spp. (cinza)
Testemunha | Aspergillus
. - - - 50,0
spp. (marrom)
A_sperglllus ) } - - 25,0
niger
Penicillium ) ) - - 25,0
sp.
Fungo néo
identificado ] 20 i ' _
,SAspe(rgilrl]lzl;s; 3 50,0 50,0 50,0 75,0
LED 96/18 | —pp-Ch
Aspergillus
. - - - 25,0
spp. (marrom)
A_sperglllus ) ) . - 25,0
niger
Aspergillus ) . 250 25,0 -
spp. (cinza)
PS Aspergillus ) ) . - 50,0
spp. (marrom)
A_sperglllus ) } . - 25,0
niger

“Isolados flngicos: LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus

Dentre os fatores que pode ter contribuido para contaminacdo, a nao
autoclavagem do corante adicionado ao meio de cultura contendo o detergente de maca
pode ter favorecido o desenvolvimento dos fungos e das bactérias, nos tratamentos com
20 a 160 mg.L* do azul de metileno. Por sua vez, a presenca dos isolados flingicos LED
96/18 e PS pode ter reduzido a incidéncia de microrganismos contaminantes em algumas
concentracdes. Pois, Bach et al. (2018) e Figueiredo e Silva (2014) relataram que 0s
fungos Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus podem sintetizar compostos
antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de diversas bactérias e/ou fungos.

Todas as repeti¢des da testemunha (sem inoculagéo fangica) com 20 e 160 mg.L"
! de corante apresentaram contaminagdes por bactérias e/ou fungos. Desta forma, a taxa
de descoloracdo foi avaliada apenas nos tratamentos com 40 e 80 mg.L™ do corante do
meio colonizado pelos isolados LED 96/18 e PS, que ndo apresentaram todas as
repeticdes contaminadas (Tabela 3 e 4). E considerando que o fungo filamentoso do
género Aspergillus é comumente encontrado em esgotos domésticos e apresenta a
capacidade de se adaptar ao meio contendo linear alquil benzeno sulfonato de sédio
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(LAS) e detergentes anidnicos, bem como, degradar estes compostos por meio da
liberacdo de enzimas (Costa et al., 2014; Jakovljevic e Vrvic, 2016; Sessegolo et al.,
2011), optou-se por avaliar o potencial do fungo contaminante Aspergillus spp., de
crescimento micelial de coloragdo cinza, na taxa de descoloragdo do meio de cultura
contendo o detergente de magca.

No tratamento testemunha, o fungo contaminante Aspergillus spp. (cinza; AC)
promoveu a descoloragdo do meio com detergente e 40 e 80 mg.L™* do azul de metileno
em 27,1% e 15,5%, respectivamente. No PS, a taxa de descoloragdo do meio foi de
37,5% e de 28,6% no meio com detergente e 40 e 80 mg.L™! do azul de metileno,
respectivamente. Enquanto que, no consorcio do PS com o Aspergillus spp. (cinza, AC)
a descoloracao foi de 40,7% e de 25,1% nos meios com detergente e 40 e 80 mg.L™* do
azul de metileno, respectivamente. Portanto, o aumento da concentragdo do corante
reduziu a taxa de descoloracdo do meio pelo isolado AC, PS e da associagdo do PS +
Aspergillus spp. (AC) (Figura 3).

45 - 40,7
40 - 375
= 35 o
£ 30d 271 28,6
=]
=25
[]
£ 20 1 15,5
g 15 4
3 10 A
/]
0 .
AC PS LED96/18 AC+PS AC+LED96/18

Microrganismos

240 mg/l. m80 mg/L

Figura 3 — Descoloracédo (%) do meio de extrato de levedura suplementado com azul de
metileno e detergente de maca por meio da agéo fungica, apds nove dia de cultivo”

“AC: Testemunha com Aspergillus spp. de coloragdo cinza; PS: Pycnoporus sanguineus; LED 96/18:
Lentinula edodes; AC+PS: Consorcio de Aspergillus spp. cinza e P. sanguineus e AC+LED96/18:
Consorcio de Aspergillus spp. cinza e L. edodes

Menezes et al. (2017) também observaram que o aumento da concentragdo de
azul de metileno de 50 mg.L? para 100 mg.L* em meio de extrato de malte, sem
suplementacédo de detergente de maca, reduziu a taxa de descoloracdo do meio de 56,2%
para 42,4% promovida pelo cultivo de 19 dias do isolado PS de P. sanguineus.

No LED 96/18, o aumento da concentracdo do azul de metileno promoveu
aumento da taxa de descoloragdo de 27,6% no meio com 40 mg.L™* para 36,7% com 80
mg.L2. Por outro lado, no consércio do LED 96/18 com o fungo Aspergillus spp. (cinza,
AC) ocorreu reducéo da taxa de descoloracdo de 26,7% do meio com 40 mg.L™ para
19,8% no meio com 80 mg.L* do corante (Figura 3).

O consorcio de Aspergillus spp. e LED 96/18 reduziu a taxa de descoloragdo em
comparagdo ao tratamento contendo apenas o cultivo de LED 96/18, provavelmente
devido ao efeito antagdnico destas espécies. Uma vez que, Silva et al. (2013) relataram
que os microrganismos podem produzir metabolitos com atividade antimicrobiana
capazes de inibir o crescimento de outros individuos. Desta forma, o consorcio com
especies de microrganismos antagonicas pode interferir na eficiéncia biorremediadora
em condigdes ndo controladas.
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E importante considerar que os isolados flngicos de LED 96/18, PS e AC
promoveram a absorgdo pelo micélio dos compostos presentes no meio de cultura, o que
pode auxiliar nos processos de biorremediacéo (Figura 4).
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Figura 4 — Absorcéo/Adsorcdo do meio contendo azul de metileno e detergente de macé
por Aspergillus spp. (A), LED 96/18 (B) e PS (C), apds nove dias de cultivo (barra =1
cm)

De forma geral, os fungos Aspergillus spp. (cinza), LED 96/18 e PS conseguiram
promover a descoloracdo do meio contendo azul de metileno e detergente a depender da
concentracdo e da interagdo microbiana. As taxas de descoloracdo obtidas pelos
basidiomicetos testados, em ambas as concentracdes, foram superiores ao do fungo
Aspergillus spp. (cinza).

Bioensaio 3 — Fitotoxicidade do meio liquido suplementado com detergente de maca
e azul de metileno apds nove dias de cultivo fungico

No 1° experimento de fitotoxidade, o emprego da solugdo com 1% do meio de
cultivo de extrato de levedura, 40 mg.L* de azul de metileno e 200 pL.L™ de detergente
colonizado pelos isolados LED 96/18 e PS néo apresentou diferenca significativa na taxa
de germinacdo das sementes do tomateiro em comparacdo as testemunhas em agua
destilada autoclavada e em 1% de meio, sem inoculagéo fungica (Tabela 5).

Tabela 5 — Germinacdo (%) das sementes de tomateiro Rasteiro Rio Grande,
comprimento da radicula, ap6s cinco dias da semeadura; € 0 pH e a condutividade
elétrica da solucdo de 1% do meio & base de extrato de levedura contendo 40 mg.L* do
corante azul de metileno e 200 pL.L™ de detergente

Germinagio Comprimento Conduti\_/idade

Tratamentos? da radicula® pH elétrica
(%) 9

(mm) (Us.cm™)
e 95,0 a* 16,3 b 76a 38,4 ¢
1% do meio 95,0a 21,0ab 6,5b 78,2 b

de cultivo
LED 96/18 100,0 a 21,5 ab 6,2 bc 89,2a
PS 85,0a 25,0a 58¢c 90,5a
CV (%) 9,2 25,8 2,8 1,8

1LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus; 2 Testemunha em &gua destilada autoclavada;
Testemunha em meio a 1% sem inoculagdo fungica; Em meio a 1% apds cultivo de LED 96/18 e Em meio

a 1% apds cultivo de PS; ® Dados transformados por vx + 1; e * Médias seguidas de mesma letra mindscula
na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Em relacdo ao crescimento das pléntulas, apenas o PS estimulou
significativamente o crescimento da radicula do tomateiro quando comparado a
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testemunha em agua destilada autoclavada, mas ndo diferiu dos tratamentos testemunha
em meio a 1% sem cultivo flngico e com cultivo de LED 96/18 (Tabela 5).

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos testemunha em agua
destilada e testemunha em meio a 1% sem cultivo fangico e com cultivo de LED 96/18,
ou seja, a presenca de detergente e corante na solucdo de 1% e os produtos do
metabolismo do LED 96/18 ndo influenciaram no comprimento da radicula em
comparacéo ao tratamento testemunha de agua destilada (Tabela 5).

Dentre os fatores que podem interferir na taxa de germinagdo e no
desenvolvimento da plantula pode-se citar o pH e a condutividade elétrica do meio. Neste
sentido, Souza e Coelho (2000) observaram que o tomateiro se desenvolve
preferencialmente em solo com pH entre 5,5 e 6,8. Em relagéo a testemunha em meio a
1% sem cultivo fangico, ndo houve diferenca significativa do pH com meio a 1% com
cultivo de LED 96/18. Entretanto, no meio a 1% com cultivo de PS houve reducéo
significativa do pH em comparag&o aos tratamentos testemunhas, mas com valor dentro
da faixa recomendada para o tomateiro segundo Souza e Coelho (2000) (Tabela 5).

A reducdo do pH do meio apds o cultivo fungico também foi relatada por
Perovano Filho et al. (2010). Segundo estes autores, o fungo Cladosporium sp. liberou
enzimas do grupo das lacases no meio, o que ocasionou a reducéo do pH e o0 aumento da
condutividade elétrica, tal como observado no meio a 1% com o cultivo do isolado PS.
Assim como, no meio a 1% com o cultivo do isolado LED 96/18 também promoveu
aumento da condutividade do meio, mas ndo reduziu significativamente o pH em relacdo
ao tratamento testemunha em meio a 1% sem cultivo fangico (Tabela 5).

Desta forma, a solucdo a 1% do meio de cultura com detergente e azul de
metileno com e sem a colonizagéo dos isolados LED 96/18 e PS pode ndo ter apresentado
compostos fitotdxicos as sementes do tomateiro cultivar Rasteiro Rio Grande, apesar da
alteracdo do pH e da condutividade elétrica.

No 2° experimento de fitotoxidade, o emprego da solucéo a 10% do meio com e
sem o cultivo de LED 96/18 e PS ndo influenciou na germinagdo das sementes do
tomateiro em relacdo a testemunha em agua destilada autoclavada (Tabela 6).

Tabela 6 — Germinacdo (%) das sementes de tomateiro cultivar Rasteiro Rio Grande,
comprimento da radicula, ap6s cinco dias da semeadura; e o pH e a condutividade
elétrica da solucéo de 10% do meio a base de extrato de levedura contendo 80 mg.L™ do
corante azul de metileno e 200 pL.L™ de detergente

Germinacio Comprimento Condutividade
Tratamentos? ¢ da radicula® pH elétrica
(%) 1
) (mm) (us.cm™)
e 98,0 & 36,62 86a 9,3d
10% do meio 93,0a 16,0 b 6,1 b 504,5Db
LED 96/18 93,0a 199b 6,0b 455,7 ¢
PS 95,0 a 175b 42c 579,0 a
CV (%) 9,3 25,0 37 08

1LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus; 2 Testemunha em 4gua destilada autoclavada;
Testemunha em meio a 10% sem inoculagdo fingica; Em meio a 10% ap6s cultivo de LED 96/18 e Em

meio a 10% ap6s cultivo de PS; ® Dados transformados por vx + 1; e * Médias seguidas de mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Por outro lado, o emprego da solucdo a 10% do meio com e sem o cultivo de
LED 96/18 e PS reduziram significativamente o comprimento das radiculas das plantulas
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do tomateiro em relacdo a testemunha em agua destilada, provavelmente devido a
presenca do detergente, do corante, dos metabolitos secundarios e/ou das enzimas
liberadas durante o cultivo dos isolados fungicos LED 96/18 e PS (Tabela 6).

No tratamento testemunha em agua destilada autoclavada foram observados os
fungos Curvularia spp., Mucor spp. e Rhizopus spp., mas ndo foi observada a presenca
destes microrganismos nos tratamentos contendo detergente e azul de metileno. Isso
sugere um efeito tdxico destes compostos para estes microrganismos das sementes a
depender da concentracéo, tal como Wemedo e Nrior (2017) relataram que detergentes
possuem efeito toxico para o fungo do género Mucor.

Desse modo, a reducdo do comprimento da radicula do tomateiro observada nos
tratamentos que contém detergente e azul de metileno pode ter ocorrido também pela
eliminacdo desses microrganismos endofiticos (Tabela 6). Uma vez que, Dutta et al.
(2014) relataram que diversas especies vegetais possuem interacbes com
microrganismos endofiticos, o que pode promover o crescimento da planta hospedeira.

Carballo-Méndezo et al. (2023) também notaram que a utilizacao de solugdo com
elevada condutividade elétrica promoveu a redugdo do comprimento da raiz de
tomateiro, tal como observado nos resultados deste bioensaio.

Da mesma forma, Aradjo et al. (2013) observaram que o subproduto da
descoloracdo do meio de extrato de levedura com o corante téxtil indico carmine apds o
crescimento do fungo Aspergillus néo foi toxico as sementes de feijdo, mas influenciou
negativamente no crescimento das radiculas das plantulas. No entanto, Wu et al. (2022)
notaram que o emprego de 100 mg.L™? do corante azul de metileno reduziu a taxa de
germinacao e o crescimento das plantulas de Triticum aestivum e Vigna radiata.

Por sua vez, Silva (2023) relatou que o detergente liquido contendo LAS
apresentou efeito adverso no comprimento das raizes e com o surgimento de necrose nas
radiculas, o que afetou a taxa de germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa) e
milho (Zea mays), a depender da concentracdo destes produtos e da espécie vegetal, o
que pode justificar os efeitos fitotoxicos dos meios testados para o tomate cultivar
Rasteiro Rio Grande neste trabalho.

Vale ressaltar que no meio a 10% apds cultivo de PS houve uma reducgdo
significativa do pH e aumento significativo da condutividade elétrica quando comparado
aos demais tratamentos, provavelmente devido a liberagdo de enzimas oxidativas por
este isolado fungico (Tabela 6).

Perovano Filho et al. (2010) também observaram a reducéo do pH com o0 aumento
da condutividade elétrica do meio com azul de metileno apds o cultivo do fungo
Cladosporium sp. isolado de 4gua de lavagem de cana-de-agUcar. Segundo estes autores,
0 aumento da condutividade ocorre devido ao aumento de ions devido a acdo de enzimas
lignoliticas.

Por sua vez, Porwal et al. (2015) relataram que oS microrganismos podem
absorver ions para realizar suas atividades metabolicas e, consequentemente, reduzir a
condutividade elétrica do meio. Dessa forma, a reducdo da condutividade elétrica no
meio a 10% apos cultivo de LED 96/18 quando comparado a testemunha em meio a 10%
sem cultivo fangico pode ter ocorrido devido ao mecanismo de bioabsorc¢éo realizado
por este isolado fungico (Tabela 6 e Figura 4).

Desta forma, a solucdo a 10% do meio de cultura com detergente e azul de
metileno pode ter apresentado compostos fitotoxicos as sementes do tomateiro cultivar
Rasteiro Rio Grande e que o cultivo dos isolados LED 96/18 e PS promoveram alteragao
no pH e/ou na condutividade elétrica do meio, mas sem alteragdo na fitotoxicidade deste,
0 que sugere um potencial biorremediador destes isolados fungicos. Entretanto, é
necessario avaliar a composi¢cdo do meio apos o cultivo microbiano para que ndo ocorra
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poluicdo ambiental, uma vez que os basidiomicetos podem liberar enzimas oxidativas,
como as lacases e peroxidases, capazes de degradar diversos Xxenobiéticos, e
consequentemente, gerar subprodutos que podem alteram a toxicidade do meio
(Eichlerova e Baldrian, 2020; Freita et al., 2017; Liu et al., 2021).

Bioensaio 4 - Crescimento micelial de isolados de basidiomicetos em meio solido de
BDA com detergente de maca e corante de azul de metileno autoclavado

O aumento da concentragédo do corante azul de metileno no meio com detergente
ndo influenciou no didmetro micelial e na velocidade de crescimento do LED 96/18,
cujos dados ndo foram ajustados a nenhum modelo de regresséo. Por outro lado, o
aumento da concentragdo do azul de metileno a partir de 40 mg.L? reduziu
significativamente o didametro micelial e a velocidade de crescimento micelial do isolado
PS em relagio a 0 mg.L™ do corante, cujos dados foram ajustados & regressao linear
(Tabela 7).

Tabela 7 — Didmetro micelial e velocidade de crescimento micelial dos isolados
fangicos LED96/18 e PS em meio de BDA com detergente de macd e cinco
concentragOes de azul de metileno, apds 4 dias de cultivo

Concentracio de azul de metileno (mg.L ™)

f',so"'?‘dosl 0 | 20 | 40 | 8 | 160 | Regressio, R’
ungicos — T
Diametro micelial (cm)
2 Linear;
LED 96/18 | 1,6bA 1,6bA | 1,90bA | 1,9bA | 1,6bA 0,0000ns?
PS 6,5aA 59aA | 4,7aB 4,3aB 2,3aC Linear; 0,96**

CV (%) 15,2
Velocidade de crescimento micelial (cm.dia)
LED 96/18 0,2bA 0,2bA | 0,3bA | 0,3bA | 0,2bA | Linear; 0,002ns
PS 15aA 1,3aA 1,0aB 0,9aB 0,4aC Linear; 0,96**
CV (%) 19,3
1 LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus; 2 Médias seguidas de mesma letra

(minGscula na coluna; maidscula na linha) ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade;
e 3 (ns) ndo significativo (p>0,05); e (**) = significativo a 1% (p < 0,01)

Nos tratamentos com o isolado LED 96/18 houve contaminagdo em todas as
concentracdes do azul de metileno, exceto com 80 mg.L* do corante. Desta forma, néo
foi possivel avaliar o real efeito do meio contendo azul de metileno e detergente no
diametro micelial e na velocidade de crescimento micelial do isolado LED 96/18 (Tabela
8).

Tabela 8 — Contaminacdo (%) do meio de cultura a base de extrato de levedura com o
corante azul de metileno e detergente inoculado com os isolados fungicos, apds quatro
dias de cultivo

Contaminacéo (%)
Tratamento” Contaminante 0 20 40 80 160
mg.L? | mgL? | mgL?! | mgL? | mgL?
Bactérias - 60,0 - - -
LED 96/18 Penicillium sp. 80,0 20,0 100,0 - 60,0
PS - - - - - -

“LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus
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No LED 96/18, o fungo Penicillium sp. e as bactérias que foram identificadas
com 99,87% e 100% de similaridade com as espécies Bacillus subtilis NCIB 3610 e
Bacillus velezensis CR-502, respectivamente, promoveram a descoloracdo do meio de

cultivo (Figura 5).
®)

Figura 5 — Descoloragdo do meio BDA com detergente de maca, em A: com 40 mg.L™*
do azul de metileno pelo contaminante Penicillium sp. e em B: com 20 mg.L™* de corante
por Bacillus, apds dez dias de cultivo (barra =1 cm)

Bafana (2022) relataram que Bacillus velezensis sdo capazes de liberar enzimas
azoredutases e, consequentemente, promoverem a descoloracao de corantes do grupo azo,
enquanto, Patrao et al. (2012) notaram a capacidade de Bacillus subtilis em degradar
detergentes anidnicos. E, Costa et al. (2020) observaram que Penicillium chrysogenum é
capaz de biodegradar o LAS, o0 que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

Os fungos pertencentes ao género Penicillium sp. também sdo comumente
encontrados nos esgotos domésticos de acordo com Sessegolo et al. (2011), que com base
nos resultados obtidos neste trabalho apresentam potencial para serem utilizados na
remocao de detergentes de efluentes sanitarios.

Por outro lado, ndo houve presenca de microrganismos contaminantes no
tratamento PS. Desse modo, foi possivel observar que o emprego de 20 a 160 mg.L™* do
corante no tratamento PS promoveu uma inibi¢do do didmetro micelial de 9,5% a 64,5%
e da velocidade de crescimento de 10,6% a 72,3% em comparacéo ao 0 mg.L™ (Tabela
7e8).

No tratamento LED 96/18 com 80 mg.L™* do corante, que ndo houve presenca de
contaminantes, € possivel notar que o principal mecanismo biorremediador deste isolado
foi o da bioabsor¢do/bioadsorcéo destes xenobioticos, o que corrobora com os resultados
do bioensaio 2 (Tabela 9).

Tabela 9 — Dados médios de notas subjetivas de descoloracdo e de absor¢do do meio de
BDA suplementado com detergente de maca e cinco concentracGes de azul de metileno
colonizado por fungos filamentos, ap6s 10 dias de cultivo

Variavel Isolados Azul de metileno (mg.L ™)
analisada flngicos! 0 20 40 80 160
LED 96/18 | 0,0aB? 1,0aA 1,0aA 0,2bB 0,8aA
Descoloragdo®* | PS 0,0aB | 1,0aA | 1,0aA | 0,8aA | 1,0aA
CV (%) 7.9
LED 96/18 0,0aB 0,2aB 0,0bB 1,0aA | 0,6aAB
Absorgao®* PS 0,0aB | 0,6aAB | 0,8aA 0,8aA 0,0bB
CV (%) 12,3

L LED 96/18: Lentinula edodes e PS: Pycnoporus sanguineus ; 2 Médias seguidas de mesma letra
(minuGscula na coluna; mailscula na linha) ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade;
3Dados transformados por vx + 1; e “Notas sujetivas: 1 = presenca de descoloracdo do meio e/ou absor¢io
do meio e 0 = auséncia de descoloracao e/ou absor¢do do meio pelo micélio.
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O PS promoveu a descoloragdo do meio com azul de metileno e detergente em
todas as concentracfes do corante, mas houve absorcdo do corante no micélio nas
concentragdes de 20 a 80 mg.L ™ do azul de metileno (Tabela 9).

Estes resultados corroboram as observacdes do bioensaio anterior, pois a
presenca de azul de metileno influenciou negativamente no diametro micelial e da
velocidade de crescimento dos fungos a depender da concentracdo. Entretanto, os
isolados LED 96/18 e PS promoveram a descoloracdo e/ou absor¢cdo do meio, 0 que
demostra o potencial de biorremediar o detergente de maca e o corante azul de metileno
“in vitro”, e dessa forma, é necessario realizar estudos complementares em condicdes de
campo.

Conclustes

A combinacdo da analise das variaveis de diametro micelial, velocidade de
crescimento micelial, porcentagens de inibi¢do de diametro micelial e de velocidade de
crescimento micelial, taxa de descoloracdo do meio e efeitos fitotoxicos do meio com e
sem a colonizacéo fungica pode ser utilizada para determinar o potencial biorremediador
“in vitro” de fungos.

Os basidiomicetos de Lentinula edodes (LED 96/18), de Pleurotus
ostreatoroseus (POS SP1) e de Pycnoporus sanguineus (PS) apresentam potencial
biorremediador de meios contendo o detergente lava-loucas de macd (Ypé®), cujo
componente ativo é o Linear Alquil Benzeno Sulfonato de Sodio (LAS), a depender da
concentracédo deste composto e da interagcdo microbiana.

Desse modo, estes isolados fungicos apresentam potencial de serem uma
alternativa biotecnolégica para o tratamento de efluentes contendo estes produtos
domissanitarios, tais como, o doméstico ou advindo de lavanderias e lava jatos, no
entanto é requerido pesquisas complementares em escalas maiores.
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