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RESUMO
Efluentes provenientes de lavanderias inddstrias de jeans sdo potencialmente prejudiciais
quando descartados em corpos hidricos sem o devido tratamento. Dentre os metodos
utilizados para seu tratamento, técnicas de biorremediagdo por micro-organismos tem
demonstrado eficiéncia para descolorir e detoxificar estes efluentes. Diante disto o objetivo
deste trabalho visou avaliar o potencial de cepas de fungos em descolorir e detoxificar
efluentes téxteis. Cem cepas fangicas foram inoculadas em meio de cultivo contendo extrato
de levedura e corante indigo carmim (50 mg/L), incubadas em condigdo estatica. As cepas
que obtiveram melhores indices de descoloracdo do corante foram submetidas a experimento
de descoloracao do efluente téxtil em meio composto por efluente e extrato de levedura. Nesta
etapa foi analisado o percentual de descoloracdo e determinacdo de atividade enzimatica das
enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase. As cepas selecionadas nesta etapa
foram submetidas ao planejamento experimental do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR), com quatro variaveis independentes (2*) sendo estas: as concentracdes de
extrato de levedura, de sulfato de manganés, de sulfato de cobre e de sulfato de ferro, e como
variaveis dependentes o percentual de descoloracdo do efluente téxtil, as atividades
enziméticas (Lac, LiP e MnP) e fitotoxicidade. As cepas Aspergillus japonicus (F18),
Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79), F17 (NI), Penicillium fellutanum (F04),
Aspergillus foetidus (F16), Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F98),
Aspergillus japonicus (F23), Aspergillus fumigatus (F53), Penicillium sp. (F14) e
Scytinostroma duriusculum URM 6974 (F84) apresentaram 0s seguintes percentuais de
descoloragdo 98,76%, 95,26%, 89,70%, 87,14%, 87,87%, 86,70%, 86,93%, 86,37%, 78,71%,
76,10% e 71,15%, respectivamente. As cepas F22 e F53 apresentaram 0s percentuais de
descoloracdo 71,96% e 67,91% do efluente téxtil, respectivamente, e também as melhores
atividades enzimaticas para MnP com 52,64 UI™ e 40,84 U1, respectivamente. J4 a cepa F79
apresentou 67,49% de descoloracdo e a melhor atividade para Lac com 15,09 UI™. Dos 27
ensaios do planejamento experimental, o 17 (condigdes 0,08 g de MnSO,, 0,025 g de CuSOy,
0,03 g de FeSO, e auséncia de extrato de levedura) apresentou as melhores condicGes para
obtenc¢@o dos melhores percentuais de descoloracdo Aspergillus fumigatus (F53) com 93,75%,
Penicillium fellutanum (F22) com 83,33% e Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) com
77,08%. Com os resultados do planejamento experimental ndo houve aumento significativo

da atividade enzimética, entretanto, os resultados da fitotoxicidade apresentou potencial de



detoxificacdo do efluente téxtil nos ensaios otimizados com as cepas fungicas analisadas além
de promover a sua descoloragdo. Os fungos Penicilllium fellutanum, Aspergillus fumigatus e
Fomitopsis cupreorosea URM 6830 sdo capazes de descolorir e detoxificar o efluente téxtil

analisado proveniente de industria de jeans.

Palavras-chave: Biorremediagdo. Iindigo carmim. Aspergillus sp. Fomitopsis cupreorosea.

fitotoxicidade.



ABSTRACT
Effluent from jeans laundry industry is potentially harmful when released untreated into water
bodies. Among the methods used for its treatment, microorganism bioremediation techniques
have shown efficiency on discolor and detoxify these wastes. Therefore, the aim of this work
was to evaluate the potential of fungal strains to discolor and detoxify textile effluents. One
hundred fungal strains were inoculated into culture medium containing yeast extract and
indigo carmine (50 mg / L), under static condition. The strains who showed the best dye
discoloration rates were submitted to a textile effluent discoloration experiment in a medium
composed by effluent and yeast extract. At this stage the percentage of discoloration and
determination of enzymatic activity of lacase, lignin peroxidase and manganese peroxidase
enzymes were performed. The strains selected at this stage were submitted to a central
rotational composite experimental design (DCCR), with four independent variables (2%): yeast
extract, manganese sulfate, copper sulfate and iron sulfate concentrations. As dependent
variables the percentage of discoloration of the textile effluent, the enzymatic activities (Lac,
LiP and MnP) and phytotoxicity were evaluated. The strains Aspergillus japonicus (F18),
Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79), F17 (NI), Penicillium fellutanum (F04),
Aspergillus foetidus (F16), Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F98),
Aspergillus japonicus (F23), Aspergillus fumigatus (F53), Penicillium sp. (F14) and
Scytinostroma duriusculum URM 6974 (F84) showed the following discoloration percentages
98.76%, 95.26%, 89.70%, 87.14%, 87.87%, 86.70%, 86.93 %, 86.37%, 78.71%, 76.10% and
71.15%, respectively. The strains F22 and F53 showed the respective textile effluent
discoloration percentages 71.96% and 67.91%, followed by the best enzymatic activities for
MnP with 52.64 1U™ and 40.84 IU™. Moreover, 67.49% of discoloration was obtained from
F79 strain besides the best activity for Lac with 15.09 1U™. Of the 27 experimental design
trials, the number 17 (conditions 0.08 g MnSQy, 0.025 g CuSQy,, 0.03 g FeSO,4 and absence of
yeast extract) presented the best conditions for obtaining the best discoloration percentage
Aspergillus fumigatus ( F53) with 93.75%, Penicillium fellutanum (F22) with 83.33% and
Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) with 77.08%. The fungi Penicilllium fellutanum,
Aspergillus fumigatus and Fomitopsis cupreorosea URM 6830 are able to discolor and

detoxify the analyzed textile effluent from the jeans laundry industry.

Key-words: Bioremediation. indigo carmine. Penicillium fellutanum. Aspergillus sp.

Fomitopsis cupreorosea.
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1 INTRODUCAO

A industria téxtil utiliza em seu processo de tingimento diversos tipos de corantes e
consome grandes volumes de agua para lavagem dos tecidos. Além do mais os tecidos que
sdo customizados, como o jeans, no processo de lavagem geram efluentes com diversos
corantes com destaque para o indigo. Estes corantes mesmo em pequenas quantidades
apresentam potencial poluidor podendo mudar a coloragdo de um corpo hidrico impedindo
que os raios solares sejam transmitidos para 0S seres vivos existentes nestes ambientes
aquaticos levando-os a morte (SHANMUGAM et al., 2017; KRISTANTI et al., 2016; KAUR et
al., 2015).

Em alguns casos a toxicidade destes efluentes é atribuida a presenca de compostos
recalcitrantes, como &cidos, alcalinos, metais e solidos solGveis, os quais sdo de dificil
degradacédo e quando langados em corpos aquaticos sem tratamento adequado apresentam
efeito acumulativo que em concentracBes elevadas podem ser letais para alguns
organismos que vivem nestes ecossistemas aquaticos. Diante disto, vem sendo realizado
varios estudos que visam remover estas substancias contaminantes ou mesmo a sua
mineralizacdo (CHANWALA et al., 2019; KAUR et al., 2015; TROMBINI, et al., 2012).

Devido a grande diversidade e complexidade destes efluentes e exigéncias da
legislacdo brasileira, € requerido o desenvolvimento de tratamentos mais apropriados que
resultem na diminuicdo ou eliminacdo da toxicidade levando em conta os custos, tempo e
eficiéncia do processo de tratamento desses efluentes. Estas tecnologias envolvem
tratamentos fisico-quimicos e bioldgicos. O tratamento fisico-quimico é o mais utilizado,
porém a descoloracdo e biodegradacdo destes efluentes por micro-organismos tem uma
eficdcia maior quando se trata da diminuicdo da poluicdo proveniente de uma alta
toxicidade (BANKOLE et al., 2018; IQBAL et al., 2014; ASGHER et al., 2013;
KAUSHIK, et al., 2009).

Pesquisas envolvendo o tratamento de corantes utilizando fungos e suas enzimas
lignoliticas lacases, lignina peroxidase e manganés peroxidase foram efetivas, visto que é
uma alternativa eco-friendly para remediar corantes téxteis, e também outros compostos
xenobi6ticos (REKIK et al., 2019; PLACIDO et al., 2016; ADNAN et al., 2015). O fungo
Lenzites elegans WDP2 mostrou grande potencial para remediar os corantes sintéticos
como o verde brilhante, verde malaquita e vermelho de congo, o mesmo produziu altas
taxas de lacases, sendo considerada uma forma de tratamento econdmica e ecologicamente
viavel (PANDEY et al., 2018).
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Diante de tudo que foi descrito este estudo visou avaliar o potencial de amostras de

fungos filamentosos obtidos da Micoteca URM do departamento de Micologia/UFPE, de

fungos isolados de agua potavel/mineral, de areas contaminadas por petroderivados em

tratar efluentes de lavanderias téxteis a fim de melhorar a qualidade da agua desprezada em

corpos hidricos e minimizar os efeitos prejudiciais aos seres vivos destes locais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de espécimes fungicas no tratamento de efluentes de

lavanderias téxteis, a fim de melhorar a qualidade da agua desprezada no ambiente e

minimizar os efeitos prejudiciais aos seres vivos destes locais.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do efluente téxtil;

Selecionar linhagens fungicas com potencial de descoloracdo do corante indigo
carmim;

Determinar a producdo das enzimas lignoliticas lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase com linhagens capazes de descolorir o corante;

Avaliar o potencial de descoloracdo do efluente téxtil utilizando as linhagens
selecionadas;

Determinar o potencial de producdo das enzimas extracelulares lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase frente ao efluente téxtil com as linhagens
selecionadas;

Avaliar a influencia nutricional, através de planejamento fatorial, no processo de
descoloracao do efluente téxtil;

Analisar os subprodutos do tratamento do efluente téxtil pelas linhagens
selecionadas;

Avaliar toxicidade dos subprodutos do processo degradacéo do efluente téxtil.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 CORANTES TEXTEIS

Os corantes séo caracterizados por absorverem a luz visivel no comprimento de onda
na faixa visivel entre 400-700 nm conferindo-lhe a cor. Esses corantes podem ser de
origem natural (extraidos de fontes naturais) ou sintética. Ha registros da utilizacdo de
corantes téxteis naturais, extraidos de materiais animais e vegetais como o corante indigo
produzido por uma planta chamada indigo por volta de 3000 a.C. Os Fenicius
mencionaram o uso de tyrian roxo extraido de caracois marinhos no século 15 a.C. Ja os
corantes sintéticos comecaram a serem sintetizados em 1856 pelo quimico William Henry
Perkin com o corante malva (anilina) na cor facsia brilhante, e os corantes azo foram
sintetizados por P. Gries em 1958 (GABORIAUD-KOLAR et al., 2014; WELHAM,
2000).

Para os corantes téxteis serem considerados estaveis para aplicacdo industrial, devem
ser resistentes as lavagens, ao tempo, a longa exposicédo a luz solar, inertes as degradacgdes
quimicas, fisicas e biologicas (ZUCCA et al., 2015). Também séo levados em consideracéo
os varios fatores que influenciam o processo de tingimento de tecidos como: afinidade do
corante com o tipo e a natureza da fibra; natureza quimica do corante; temperatura;
presenca de sais; presenca de metais; a forca com que a solucdo corante é absorvida
fisicamente pela fibra; concentracdo do corante; relagdo entre quantidade do material a ser
tingido e a quantidade do liquido corante; tensdo superficial; influéncia das massas de dois
ou mais corantes e influéncia das massas de duas ou mais das fibras durante os banhos
(MATTHEUS et al., 1909).

A estrutura quimica destes corantes € formada por anéis aromaéticos contendo 0s
componentes basicos. Os grupos funcionais que condicionam a cor sdo chamados
cromoforos (receptores de elétrons) e sua a capacidade de tingimento é dada pelos grupos
auxocromos (doadores de elétrons), estes sdo grupos ionizaveis, que dao a capacidade de
ligagdo entre corante e fibra téxtil, e o conjunto destes dois grupos é chamado de
cromogénio. Na tabela 01 sdo apresentados os principais grupos cromaforos e auxocromos
(CHRISTIE, 2015; ZUCCA et al., 2015; SHERTATE et al., 2014; ZAHARIA et al., 2012;
BAUMANN et al., 1951; WELHAM, 2000; GOMES, 2000).
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Tabela 01. Grupos cromoforos e auxocromos.

Grupos cromoforos

Azo Metina Arilmetano Carbolino

H H ~——
—N=N— \C:C/ __Cc= ~c=0
/ \ /
H H
Carbono-nitrog Nitroso Nitrilo
AN P
Z=NH N - _
Ve N=0 N\\O

Grupos auxocromos

Amina alquilamina Dialguiolamina Hidroxilo
- NH, -NHR -NR, - OH
Metoxilo Sulfonico Carboxilo

- OCH3 - SOz;H - COOH

Os corantes téxteis sdo caracterizados de acordo com a composicdo quimica dos
cromoforos representados por grupos azo, antraquinona, trifenilmetano, indigoide, nitro,
nitroso, entre outros (Tabela 02). O corante azo, por exemplo, € uma classe de corantes
sintéticos que sdo utilizados em vérias industrias além das téxteis, como as de plasticos,
couro, alimentos e cosmeéticos. S&0 comuns na contaminagdo de rios e guas subterraneas.
Os corantes também sdo classificados de acordo com método de aplicacdo — corantes
reativos, diretos, acido, basico, dispersos, mordaz, azoicos, enxofre, solventes, a tina ou a
cuba e pigmentos (LU et al., 2016; SHERTATE, et al., 2014; SINGH et al., 2006).
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Tabela 02. Estruturas de grupos cromoforos de corantes.

Grupos cromoforos Estruturas Exemplos de corantes

Cl CH.
Azo — N—N—
N(CH,CH,OH),

Disperse red 5

e . . ) j— T )
Indigoide “ [ AN J| J
N il T a0

indigo carmim

Antraquinona g |)K© % /\ N_)\

Reativo azul 4
Nitro F @ N

Amarelo acido 24

NO

Nitroso —N=0 °N\[ I "

Verde réapido

Q

@ CHy CHy
. . cyA - HO
Trifenilmetilénico Q s ﬁ}\ ﬁ
A N20OC G COONa
i S0Na

Solochrome cyanine R

Fonte: Adaptado de QUINTERO 2010; GOMES, 2000.

2.1.1 Classificacdo de corantes de acordo com o método de aplicacdo

De acordo com o sistema de classificagdo internacional Colour Index (C.l.) criado e
publicado pela Association of Textile Chemists an Colorists e The Society of Dyers and
Colourists (CPRH, 2001), os corantes sao definidos como:

Corantes a tina ou Vat: divididos em dois grupos, os indigoides e os antraquinoéninos (fig.
01), sdo insoltveis em agua devido a presenca de um grupo acetonico (>C=0). Para torna-
los sollveis, sdo reduzidos em solucéo alcalina formando um produto chamado LEUCO. E
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0 grupo acetdnico passa a ter a forma reduzuda >C-OH passando a ter afinidade quimica

por fibras celulolisicas.
Figura 01. Estrutura quimica do C.I. Vat Yellow
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Fonte: Braga 2000.

Corantes reativos: possuem um ou mais grupo azo (-N=N-), sendo chamados de diazo,
triazo e outros, por isso sdo conhecidos como azoicos (Fig. 02). Foram sintetizados pela
primeira vez em 1956 por quimicos do Imperial Chemical Industries. Tém afinidade por

fibras de algodédo e celulésicas.

Figura 02. Estrutura quimica do corante Preto Reativo 5
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Fonte: Souza & Peralta-Zamora, (2005).

Corantes dispersos: chamados assim por serem aplicados através de dispersdes, sao
insoltveis em agua (Fig. 03) e possuem afinidade com fibras hidrofébicas como acetato de

celulose, aplicados também para tingir nailon, triacetato, acrilicos e poliéster.

Figura 03. Estrutura quimica do corante Orange disperse 30
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Fonte: http://www.worlddyevariety.com/disperse-dyes/disperse-orange-30.html


http://www.worlddyevariety.com/disperse-dyes/disperse-orange-30.html

Lira, Diana Duarte de — Biodegradacéo de efluente por fungos 21

Corantes diretos: o vermelho Congo (fig. 04) foi o primeiro corante direto sintetizado em
1884, inicialmente para colorir algodao. S&o anidnicos para fibras celulésicas aplicados em
banhos aquosos, neutro ou levemente alcalino, em ponto de ebulicdo ou com temperatura
proxima.

Figura 04. Estrutura quimica do corante vermelho congo.

Cl Vs CH; CH,CN
RORO
AN

Cl CH, CH,OCO. CH,

Fonte: Rodrigues et al., (2010).

Corantes acidos: sdo solGveis em agua, tem afinidade para 1a, seda e couro e algumas
fibras acrilicas. Alguns destes corantes sdo metalizados possuem um ou mais ions de
metais em sua estrutura molecular (fig. 05), deixando-o bastante estavel, ou seja, preserva

sua estrutura durante o processo de tingimento.

Figura 05. Estrutura quimica do corante C.l. Acid Blue 47.

NasO,

Fonte: Braga (2000).

Corantes basicos: soluveis em agua, catidnicos devido a presenc¢a do grupo amino (>NH2)
(fig. 06). O corante C.I. Natural Yellow 18 ou como € conhecida berberina é um bésico
natural e o Malveina foi o primeiro a ser sintetizado comercialmente. Possuem afinidade
com fibras de 14, seda, acrilicas e acetato de celulose. Estes corantes sdo conhecidos por
terem cores fortes e as vezes fluorescentes porém baixa solidez. Deve-se ressaltar que a
maioria desses corantes utilizam como matéria-prima a benzidina CAS-92-87-5 (CAS-

Chemical Abstracts Service) que é reconhecidamente carcinogénico.

Figura 06. Estrutura quimica do corante Bismark brown (CI basic brown 1).
H,N NH, H,N NH,
N N
T

Fonte: Dye -- Britannica Online Encyclopedia.
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Corantes ao enxofre: insollveis em &agua, e assim como 0s corantes a tina devem ser
reduzidos para uma forma que seja soltvel em &gua, desta forma passam até ter afinidade
com fibras celulésicas. Possuem solidez a luz e lavagem porém baixa resisténcia ao cloro
(fig. 07).

Figura 07. Estrutura quimica de corante sulftrico.

H:
5.

Bolow s oz o

Fonte: http://textilelearner.blogspot.com/2011/03/defination-classification-application 4761.html

Corantes mordentes: estes sdo considerados uma subclasse de corantes acidos, podem
combinar-se a0 mesmo tempo com a fibra e com uma substancia mordente (que pode ser
um complexo metélico de aluminio, cromo, estanho ou ferro) formando uma ligacéo forte
(fig. 08).

Figura 08. Estrutura quimica de corantes. Formacao de complexo do corante, do grupo hidroxila azo e &gua.

2.15)

Fonte: BRAGA, (2000). Hso,

Corantes naturais: estes sdo obtidos de formas naturais utilizando-se pouco ou nenhum
produto quimico, a partir de substancias animais ou vegetais. Sdo encontrados nas formas
dos tipos mordentes, a tina, solventes, pigmentos, diretos e &cidos. Ndo possuem as formas
naturais dos tipos dispersos, azoicos ou enxonfre. Com relagéo a toxicidade os corantes
sintéticos ndo apresenta distingdo significativa dos corantes naturais. Deve-se salientar que
a composicdo quimica dos corantes sinteticos é definida diferente dos pigmentos naturais,
e tambem s@o submetidos a testes de toxicidade antes de serem lan¢ados no mercado. A
utilizacdo deste tipo de corante, naturais, no tingimento de fibras sé é possivel na presenca
de alguns metais, consequentemente a agua de lavagem de tecidos utilizando este tipo de

corante é rico em ions metalicos.


http://textilelearner.blogspot.com/2011/03/defination-classification-application_4761.html
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Na tabela 03 séo apresentados dados relacionados aos tipos de corantes e a quais
fibras tém afinidade, percetual de fixac&o deles as fibras e possiveis poluentes gerados nos

processos de tingimento.

Tabela 03. Caracteristicas dos corantes utilizados nas operagdes de tingimento.

Fixacdo
Classe de corantes Tipo de fibras tipica Poluentes
(%)

Cuba (A tina) Algoddo e outras 80-95 Cor, alcalis, agentes
Fibras celuldsicas oxidantes, agentes redutores,

etc.

Reativos Algoddo, La e 60-90 Cor, sal, alcalis, corantes
outras fibras hidrolisados, surfactantes,
celulésicas. antiredutores organicos,

antiespumantes, etc.

Dispersos Poliéster, Acetato e 80-90 Cor, 4cidos organicos,
outras fibras agentes de igualizacéo,
sintéticas fosfatos, antiespumantes,

lubrifi cantes, dispersantes,
etc.

Diretos Algodéo, Raion e 70-95 Cor, sal, corante ndo fixado,
Demais fibras fixadores; agentes
celulésicas catidnicos surfactantes,

antiespumante, agentes
retardantes e igualizantes, etc.

Acidos L& e Poliamida 80-93 Cor, &cidos organicos e

corantes néo fixados.

Basicos Acrilico e alguns 97-98 Fixacdo quase que total na
tipos de poliéster fibra. Sal, &cidos organicos,

retardantes, dispersantes, etc.

Enxofre ou sulforosos Algoddo e outras 60-70 Cor, sal, élcalis, agentes
fibras celulésicas oxidantes, agentes redutores e

corantes néo
fixados, etc.

Fonte: Companhia Pernambucana do Meio Ambiente, 2001.

2.1.2 Corante indigo

O corante indigo natural € extraido na forma de indoxil (3-hidroxindol) de espécies de
plantas Indigofera tinctoria L., Indigofera anil L. e Isatis tinctoria, entre outras. Ha relatos
do uso deste corante em téxteis na India ha cerca de 4 mil aC. e em outros paises como
China, Japdo e Egito. O quimico alemdo Johann F.W.A. Baeyer conseguiu sintetizar o
corante pela primeira vez por volta de 1880 e em 1905 foi introduzido o primeiro indigo
sintetizado no mercado pela BASF (Badische Aniline Soda Fabrik). Atualmente,
praticamente todo indigo produzido é sintetizado, e é bastante usado para colorir calcas
jeans (FERREIRA, 2017).
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A cor azul escuro intenso é obtida através de fermentacdes das folhas frescas e
oxidacdo formando um produto insoltvel. O corante indigo também denominado 2,2' bis
indigo, Cl Vat Blue | ou indigo cuba (a tina), possui a férmula quimica Ci2H;002No,
quando sulfonada passa a ser denominado indigo carmim ou Acid Blue 74 (Cl) com a
férmula C16HsOsN,S;Nay, geralmente é utilizado em industrias de jeans. A cor é dada pelo
grupo cromoéforo (Figura 09), que consiste na substituicdo de uma ligacdo simples de
carbono por dois receptores NH e dois aceptores CO (QUINTERO & CARDONA, 2010).
No processo de coloracdo dos tecidos, o indigo é primeiro reduzido a forma leuco (incolor
e soluvel) e depois oxidado até uma cor azul e insoltvel, e sdo estas moléculas que se
fixam as fibras. Este procedimento é conhecido como vatting deu origem a sua

classificacdo como corantes vat.

Figura 09. Estrutura molecular: a) corante indigo e do b) corante indigo carmim.

Fonte: QUINTERO et al., 2010.

A estrutura indigo ou indigotina (trans-indigo) é a molécula responsavel por dar a cor
azul final, outras estruturas consideradas secundarias também podem ser formadas durante
0 processo de sintese pelas plantas indigo, como cis-indigo (azul) (Fig. 10A), isoindigo
(marrom) (Fig. 10B), isoindirrubina (vermelho) (Fig. 10C).

Figura 10. Estruturas quimicas. Isdmeros: A) Cis-indigo (azul); B) Isoindigo (indigo marrom); C) Cis-
indirubina (iso indirubina, vermelho).
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Fonte: QUINTERO et al., 2010.
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Esta molécula indigo e seus isébmeros sdo formados pela combinacdo de suas
moléculas de indoxil (Fig. 11). No processo de formacdo do indigo esta molécula de
indoxil d& origem a isatina, que é formada sob altas concentracbes de oxigénio, a
combinacéo entre indoxil e isatina dao origem a molécula indirubina (tabela 04) (DEGANI
etal., 2015).

Figura 11. Reacéo de oxidagdo do indol formando o indigo
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Fonte: CORANTES ( docs.fct.unesp.br/docentes/dfgb/eduardoperez/QORGEX2010/CORANTES-
01.doc).

Tabela 04. Estruturas precursoras do indigo carmim: indigotina e indiribina e outras moléculas.

Descrigdo Estruturas
A indoxil em condigdes e {
ricas em oxigénio forma a m EI/N}O

isatina

A indoxil e a isatina foram a

[¢] H o
. . - N
trans-indirubina (iso @Tﬁ . o@ - @E‘j,w
o .

indigotina, vermelho)

Fonte: Degani et al., 2015.

A molécula do indigo € encontrada apenas na forma trans devido a interacGes de
pontes de “Van der Walls” (fig. 12) entre os hidrogénios das aminas e os oxigénios das
carbonilas atribuindo maior estabilidade a ela. A forma cis ndo possui estabilidade entre os
hidrogénios das aminas e oxigénios das carbonilas, pois causam repulsdo entre elas, sendo

guiada a forma trans que é mais estavel.

Figura 12. Estabilizacdo do indigo por interac6es de Van der Walls
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Fonte: CORANTES (docs.fct.unesp.br/docentes/dfgb/eduardoperez/ QORGEX2010/ CORANTES-
01.doc).
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2.2INDUSTRIA TEXTIL

2.2.1 Setor téxtil no Brasil

O setor de indastria téxtil é constituido pela fiacdo, tecelagem e malharia e o
beneficiamento, este Gltimo inclui tinturaria, estampagem, lavanderia e outras (MENDES
Jr., 2017). No Brasil, a industria téxtil iniciou desde a época colonial, que se deu entre
1530 e 1822, neste periodo observou-se pouco desenvolvimento, inclusive em 1785 d.
Maria I, por decreto, mandou fechar as fabricas de tecidos de algodao, 1a e outras fibras
deixando apenas as que fabricavam tecidos grosseiros para vestuarios dos escravos e outros
fins. Este decreto teve por objetivo evitar o desvio da méo de obra dos trabalhadores dos
setores agricolas e extrativistas minerais (REVISTA TEXTILIA, 2018).

Apenas com a vinda de Dom Jodo VI para o Brasil, este alvara foi revogado, porém
0 setor ndo tinha como competir com o mercado externo visto que a metropole fez um
tratado com a Inglaterra, dando a esta privilégios alfandegérios, isso durou até 1844. Por
volta de 1864 o setor foi impulsionado devido a colénia possuir plantio de algoddo, méo de
obra e outros materiais utilizados na industria téxtil além de ja possuir mercado
consumidor (REVISTA TEXTILIA, 2018).

Apoés esse periodo houve um moderado desenvolvimento com a chegada de
imigrantes alemaes e italianos. O setor sofreu baixas com o inicio da primeira guerra
mundial devido as importacdes e exportacdes que foram afetadas durante esse periodo, e
também quando a bolsa de valores de Nova York teve queda em 1929. Voltando a
apresentar grande crescimento entre 1931 e 1938, ja durante a segunda guerra mundial,
tornando-se o segundo maior produtor mundial (REVISTA TEXTILIA, 2018).

Mas foi no final do século XIX gque comecou a se desenvolver com a criagdo de
tecelagens e fiacdo de algoddo. O centro industrial téxtil da Bahia foi considerado o
primeiro e mais importante até 1860 porque disponha de méo de obra escrava, matéria
prima e fontes hidraulicas de energia, e a partir de 1866 a regido centro-sul do Brasil, nos
Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro passou a ser o principal centro devido
a construcdo de estradas de ferro possibilitando o deslocamento destas industrias da Bahia
para o centro-sul do pais; em 1981 foi criada a companhia de Fiacdo e Tecidos em Porto
Alegre (FIATECI) a qual funciona até os dias atuais, e em 1982 um imigrante aleméao

chamado Johann Karsten, fundou a Tecelagem Roeder, Karsten & Hadlich. No século XX,
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comegou a exportar algoddo devido a sua grande producdo, e também entre outros, 1a e
seda (FUJITA & JORENTE, 2015; SUZIGAN, 2000).

No Nordeste brasileiro, a industria téxtil representa um setor que consome matérias
primas téxtil gerando empregos para a regido. De acordo com os dados do SEBRAE de
2015, 17% de empregos formais sdo gerados (MENDES, 2017). Segundo o Servico
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas — SEBRAE (dados de 2015), o setor
gerou no nordeste 44.987 empregos formais nas médias e grandes empresas e no Brasil
67.919 empregos nas grandes empresas. As principais regides que se destacam neste setor
sdo a regido Metropolitana de Sdo Paulo e Campinas (SP), o Vale do Itajai (SC) gerando
36% dos empregos formais. No nordeste destacam-se a regido Metropolitana de Fortaleza,
Mata Paraibana (PB), Leste Potiguar (RN), Leste Sergipano (SE), agreste pernambucano
(PE) e regido de Salvador (BA) (MENDES, 2017; BNB/ETENE, 2017c; BNB/ETENE,
2017)

O setor téxtil passou por vérias fases de desenvolvimento no mercado até a
atualidade (OBIETTIVO BRASIL, 2016). A Associacdo Brasileira da Indastria Téxtil e de
Confeccdo (Abit) divulgou um balanco do faturamento do setor industrial téxtil no Brasil
referentes a 2017 (Tabela 05).

Tabela 05. Perfil do setor téxtil no Brasil segundo a Abit (atualizados em outubro 2018):

Indicadores Dados

Faturamento da Cadeia Téxtil e de Confecc¢éo: US$ 45 bilhdes

Exportacdes (sem fibra de algodéo): US$ 1,0 bilhdo

ImportacGes (sem fibra de algoddo): US$ 5,1 bilhges

Saldo da balanca comercial (sem fibra de algodéo): US$ 4,1 bilhGes negativos
Investimentos no setor: R$ 1.900 milhdo

Produgdo média de confeccéo: 5,9 bilhdes de pecas

Producdo média téxtil: 1,7 milh&o de toneladas

Varejo de Vestuario: 6,71 bilhdes de pecas

Trabalhadores: 1,479 milhdo de empregados diretos e

8 milhdes indiretos

29, Maior gerador do primeiro emprego;
16,7% dos empregos e 5,7% do faturamento
da Industria de Transformacao;

2°. maior empregador da indistria de
transformagdo, perdendo apenas para
alimentos e bebidas (juntos)
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A ABIT ainda cita outros indicadores de producdo da industria téxtil no Brasil (Fonte:
http://www.abit.org.br/cont/perfil-do-setor acesso: 04-09-18.)Z

a) O Brasil, ainda, a se destaca pelo ciclo completo da Cadeia Téxtil do Ocidente, produzimos o
algodao, fibras, passando por fiacdes, tecelagens, beneficiadoras, confeccBes, varejo e os defiles de
moda;

b) Além de, com a descoberta de petréleo no Pré-sal, o Brasil deixara de ser importador para se tornar
potencial exportador na Cadeia Sintética Téxtil mundial;

c) Brasil é referéncia mundial em design de moda praia, jeanswear e homewear, tendo crescido
também os segmentos de fitness e lingerie;

d) A moda brasileira esta entre as cinco maiores Semanas de Moda do mundo;

e) Quarto maior produtor de malhas do mundo;

f) Autossuficiente na producdo de algodéo, o Brasil produz 9,4 bilhdes de pecas confeccionadas ao ano
(destas, cerca de 5,3 bilhdes em pecas de vestuario), sendo referéncia mundial em beachwear,
jeanswear e homewear. * dados de 2014;

g) Nuamero de empresas: 29 mil em todo o Pais (formais);

h) Temos mais de 100 escolas e faculdades de moda;

i) Indastria que tem quase 200 anos no Pais;

Na modernidade as industrias téxteis sdo destaques no comércio mundial
(DASGUPTA et al., 2015). No Brasil trés grandes zonas de producédo téxtil se destacam
neste mecardo: A Regido Sul (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul); Regido
Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo); Regido Nordeste (Pernambuco, Ceara,
Bahia e Rio Grande do Norte).

O estado de S&o Paulo é considerado um dos maiores distritos de producdo téxtil. O
polo Americana é um grande centro de producdo, neste encontram-se grandes fabricas de
fiacdo de algoddo, tecelagem e tinturaria/fixacdo assim como pequenas e médias empresas.
Neste estado também se situam os dois maiores centros comerciais em atacado, Bras e
Bom Retiro. Os estados de Sdo Paulo e Minas Gerais constituem uma importante zona de
producdo chamada paulistano-mineiro, na qual as cidades de Jaguatinga e Divinopolis
representam os dois principais centros atacadistas compostos, na maioria, por pequenas e
médias empresas de producao de malha e venda (OBIETTIVO BRASIL, 2016).

No Rio de Janeiro encontram-se duas cidades consideradas grandes centros de
producdo téxtil, o polo de Nova Friburgo considerado o principal na producdo de lingerie,
roupas de praia e esportivas, e 0 polo de Petropolis caracterizado pela producdo de roupas
de frio, que véo da tecelagem a confeccédo das pecas.

O vale de Itajai no estado de Santa Catarina é considerado o segundo maior polo téxtil
do pais com cadeia de producgéo no setor algodoeiro, e 0 vale da seda no estado do Parané é
o principal polo de producdo de seda do pais, (cultura introduzida no Brasil pelos
japoneses no final dos anos 30) (OBIETTIVO BRASIL, 2016).

Segundo Fujita & Jorente (2015), o setor téxtil representa um ramo bastante importante

gue desde a época colonial vem gradativamente se desenvolvendo no pais, mas que ainda


http://www.abit.org.br/cont/perfil-do-setor
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precisa de mudangas para acompanhar os avancos do mercado mundial. H& uma
necessidade de conhecimento e tecnologia, para isso € preciso investimento em

desenvolvimento cientifico e tecnoldgico.

2.2.2 Setor téxtil em Pernambuco (PE)

Em Pernambuco, em 1826 foi instalada a primeira inddstria téxtil, uma fabrica de
tecidos no Recife, porém esta fechou com pouco tempo depois. Apenas duas décadas
depois abriram duas outras fabricas e estas conseguiram se consolidar, mas foi em 1860
que houve um maior crescimento delas no Estado, isso ocorreu devido a guerra da
Secessao dos Estados Unidos. Neste periodo o abastecimento de tecidos para os ingleses
foi cortado, gerando grande procura e supervalorizacdo do algoddo do Brasil. Esse grande
crescimento nas exportagdes fez com que houvesse maior investimento no setor, surgindo
varias fabricas como a da Madalena no Recife em 1876, a fabrica da Torre denominada Cia
de Fiacdo e Tecidos de Pernambuco, a fabrica de tecidos de Paulista em 1891, a Cia
industrial pernambucana em Camaragibe em 1891, a fabrica de malhas na Varzea no
Recife, e as fabricas de tecidos nos municipios de Goiana e Apipucos. Ja no século XX, em
1908 foi instalada a Societé Cottoniere Belge-Brasilienne em Moreno, em 1925 a fabrica
Pirapama em Escada, em 1925 a Cia Manufatora de tecido do Norte/fabrica Tacaruna entre
Recife e Olinda, em 1925 a tecelagem de seda e algodao de Pernambuco/TSAP em Recife,
e em 1926 a Cotonificio José Rufino no Cabo. Na década de 1920 em Pernambuco
existiam 95 indUstrias téxteis, ocupando o segundo lugar das industrias do estado, nesta
época o setor produzia 8% do total de producédo industrial brasileiro. Em 1939, ocupava o
segundo de producdo industrial em todo o estado. Em 1960 das 97 fabricas de tecido do
nordeste brasileiro, 32 estavam instaladas em Pernambuco (TEXTILE INDUSTRY, 2011).

As industrias téxteis formais concentram-se nas microrregides Vale do Ipojuca, Alto
Capibaribe e Recife, segundo dados da Relagdo Anual de Informagdes sociais (RAIS) no
periodo de 2006 a 2010, estas microrregides compostas pelos municipios Caruaru, Santa
Cruz do Capibaribe, Toritama e Recife detinham 71,92% de todas as industrias do setor
téxtil em PE. Nestes municipios sdo criados muitos empregos com mais de 7 mil
estabelecimento de inddstria de transformacdo, que engloba também o setor téxtil, valor
bruto de producédo da industria téxtil em PE em 2015 foi 1,5% segundo a Base de Dados do
Estado PE (BDE, 2016) (ANDRADE et al., 2016).
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O estado de Pernambuco assim como outros estados da regido Nordeste participam
fortemente no segmento de preparacao e fiacdo de fibras téxteis gerando 30% de empregos,
30% em tecelagem (exceto malha) e 27,5% na fabricacdo de artefatos téxteis (exceto
vestuario) (Classificacdo Nacional de Atividades Econémicas - CNAE 2.0) sendo
distribuidos entre a regido metropolitana do Recife e regido agreste, segundo dados do
MTE 2017 por BNB/ETENE (banco do nordeste/Escritorio Técnico de Estudos
Econdmicos do Nordeste) (MENDES, 2017).

2.3 EFLUENTE TEXTIL

O efluente é gerado durante varias etapas do processamento téxtil principalmente nas
do alvejamento, tingimento e estampagem do tecido a partir dos banhos e, também das
lavagens para remocao de corantes e outras substancias. Este processamento téxtil envolve
varias etapas desde a fiacdo até a etapa de confeccBes na qual os produtos estdo prontos
para o consumidor. O beneficiamento (Figura 13) é a parte que mais gera residuos liquidos,
envolvem etapas como o pré-tratamento das fibras, processo de tingimento e estampagem,
processo de acabamento e finalmente sua comercializacdo (HASANBEIGI et al., 2015;
ZAHARIA et al., 2012; CETESB, 2009; CPRH N°02/2006; CPRH, 2001).

Na etapa de tingimento sdo utilizados comumente além dos corantes, sais, tensoativos,
acidos, bases entre outros produtos, com o objetivo de aumentar a fixacdo das moléculas
do corante a fibra téxtil, e para o processo de lavagem sdo utilizados substancias auxiliares
como detergentes, sabdes, sequestrantes, neutralizantes entre outros. O efluente também
pode apresentar temperaturas elevadas (para um ambiente natural) e pH que varia desde o
acido ao alcalino. E muitos outros compostos quimicos que surgem no mercado a fim de
melhorar a qualidade dos tecidos e aumentar a grande gama de cores para atender as
exigéncias do mercado (LUCILO et al., 2006; AWWA, 2005; CPRH, 2001).
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Figura 13. Principais etapas do beneficiamento do processamento téxtil
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Fonte: BRAILE e CAVALCANTI, 1993.
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Essa mistura complexa de diferentes compostos que forma o efluente téxtil consiste

comumente de: metais pesados (cadmo, cromo, cobalto, cobre, zinco), hidrocarbonetos

(provenientes da engomagem), compostos organicos halogenados (hidrocarbonetos

clorados, pigmentos verdes ndo tdxicos, fendis clorados tdxicos) provenientes dos

processos de alvejamento, tingimento e também da utilizacdo de corantes reativos.

Segundo a Companhia Pernambucana de Recursos Hidricos (CPRH) na tabela 06 sdo

apresentadas as principais etapas geradoras de efluentes impréprios:



Lira, Diana Duarte de — Biodegradacéo de efluente por fungos

Tabela 06. Tipos de processos e efluentes gerados.

32

Processo

Descricdo

Efluentes gerados

Mercerizacdo

Caustificacao

Desengomagem

Purga
Cozinhamento
Pré-
alvejamento

Alvejamento

Tingimento

Lavagem

Processo fisico-quimico, onde é adicionado ao
material téxtil solucBes alcalina com concentracéo
e temperatura controladas. Esta etapa tem por
objetivo melhorar o brilho, absorcéo de corantes e
resisténcia.

Semelhante ao processo de mercerizagdo porém
utiliza produto quimicos em concentragdes
menores podendo estarem associados ao hidroxido
de potassio.

faz a remocdo da goma aplicada nas fases de
preparacéo dos fios para tecelagem. Pode ser feita
por trés métodos: enzimatico, por hidrdlise acida e
por oxidag&o.

Séo utilizados para retirada das impurezas como
ceras, 6leos, pectinas, cascas do tecido com o
objetivo de aumentar a hidrofilidade das fibras.
Através  dos  mecanismos:  emulsificacdo;
saponificacdo dissolugdo de materiais sollveis em
agua quente.. O que diferencia um processo do
outro é o grau de limpeza, a purga € um pré-
tratamento simples, o cozinhamento ja é mais
aprofundado e o pré-alvejamento é mais apurado

é a descoloragdo ou branquamento de materias
téxteis, e para ter um alto grau de brancura,
utilizando-se hipoclorito de sodio e peréxido de
hidrogénio entre outros.

Para colorir os tecidos sdo utilizados corantes e
pigmentos. Divide-se em trés etapas- 1- migracéo,
2- absorgdo e 3- difusdo/fixacdo: 1 — é a migracao
do corante em meio aquoso até a superficie da
fibra; 2- onde ocorre a absorcdo superficial na
fibra; 3- e difusdo na qual as moléculas do corante
difunde-se no interior da fibra e a ela fixa-se.

Lavagem dos tecidos que passaram pelos
processos de alvejamento e tingimento, neste
processo € requirido a adicdo de produtos
quimicos para auxiliar no processo como
detergentes, sequestrantes, neutralizantes e outros.

Hidroxido de sédio

Hidréxido de potassio e
Hidrdxido de sédio

Resto de goma e produtos
gerados de sua decomposigéo,
perdxido de hidrogénio,
hipoclorito de sddio ou clorito de
sodio e produtos tensoativos
Altas taxas de carga organica
Perdxido de hidrogénio,
hipoclorito de sodio, tensoativos
e outros, além das impurezas
retiradas no processo.

Perédxido de hidrogénio,
hipoclorito de sodio, cloro,
hipoclorito, bissulfito de sddio,
&cido sulfurico fraco, produtos
tensoativos, outros.

Corantes, H,SO,, hipoclorito de
sodio, HCI, outros)

Corantes, acido acético,
detergentes,  sequestrantes e
outros

Fonte: Roteiro complementar de licenciamento e fiscalizacéo para a tipologia téxtil, 2001.

Autoridades ambientais determinam alguns indicadores de qualidade que visam

estabelecer o efeito dos poluentes ou sua toxicidade como demanda quimica de oxigénio

(DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), sélidos totais (ST), sais, metais pesados,

solidos dissolvidos totais (SDT), sélidos suspensos totais (SST), e cor do efluente téxtil
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(ADMI color value - American Dye Manufacturer Institute color value) (BRASIL, 2005).
Na tabela 07 mostra os valores das taxas comumente encontradas nestes efluentes e o
volume de agua que pode chegar a 200 L para cada 1kg de tecidos e até 3000 m* por dia
por etapa de processo (KARCI, 2014), ja na figura 14 é possivel observar um panorama
geral de taxas de DBO geradas, assim como a entrada e saida de &gua em algumas das
etapas, pode-se confirmar que grandes volumes deste rejeito podem causar grandes

alteracdes nos ecossistemas (GHALY et al., 2014).

Figura 14. Panorama geral de entrada e saida de aguas e efluentes com cargas de DBO.
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Fonte: Brailee Cavalcanti (1993) adaptado por Costa (2017).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), 6rgdo que rege a legislagédo
ambiental brasileira determina na resolucdo 357/2005 limites padrbes para o descarte de

efluente téxtil, porém permite que cada estado ou municipio tenham suas proprias regras
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desde n&o divirjam da legislacéo federal (CPRH, 2001; LUCIDO et al., 2016), na tabela 08
sdo apresentadas as legislacdes de alguns estados brasileiros.

Tabela 07. Despejos em cada etapa do processamento téxtil.

Etapa do processo Volume DBOg SST SDT pH
(mh) (kg/t) (kglt) (kglt)
Engomagem 4,2 2,8 - 57 7,0-125
Desengomagem 22 58 30 53 7,0
Cozimento 100 53 22 65 10,0-13,0
Alvejamento 100 8 5 35 8,5-9-6
Mercerizagdo 35 8 2,5 33 55-95
Tingimento 50 60 25 70 50-10,0
Estampagem 14 54 12 71 -

Fonte: CPRH, 2001

Nestes efluentes é encontrada uma grande variedade de corantes sintéticos
utilizados neste tipo de induUstria potencialmente prejudiciais para 0 meio ambiente, visto
que cerca de 10 a 15% dos corantes ndo fixam as fibras dos tecidos, e consequentemente
sdo retirados através das lavagens. Cerca de 20% da poluicdo de aguas no planeta é
proveniente de indastrias téxteis. Alguns destes corantes e 0s produtos de sua
metabolizacdo podem apresentar riscos a salde publica, pois podem ter propriedades
toxicas, carcinogénicas ou teratogénicas (BILAL et al., 2017b; CHATHA et al., 2017;
GUL et al., 2016; SCOTT et al., 2015).

O problema consiste ndo apenas no impacto ambiental, mas também na falta de
reutilizacdo destas aguas. Quanto ao impacto visual, é preocupante, pois pequenas
quantidades (menos 1 ppm) mudam a coloracdo dos corpos d’agua pela cor do corante. O
rio Capibaribe recebe muitas destas aguas poluidas, ele é um importante rio do estado de
Pernambuco (Brasil), com 248 km de extensdo passa por 42 municipios, incluindo os trés
principais municipios que compdem o polo téxtil industrial do agreste pernambucano, Caruaru,
Santa Cruz do Capibaribe e Toritama. Toritama possui aproximadamente 2.500 féabricas de
jeans, que geram aguas coloridas, muitas vezes despejadas no rio sem tratamento, na figura 15
mostra este rio nesta cidade com as aguas vermelhas. Estas aguas contém corantes que podem
causar disturbios metabdlicos nos organismos segundo o quimico Saulo Oliveira e, interferindo
nos ciclos de vida deste ecossistema segundo Alexandre Henrique, bidlogo. SO no primeiro
semestre de 2017, trés fabricas foram interditadas pela Agéncia de Meio Ambiente de
Pernambuco - CPRH (JORNAL DO COMERCIO, 2017).
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Figura 15. Rejeitos de fabricas de jeans nas aguas do Rio Capibaribe, 01-2017.

Fonte: JORNAL DO COMMERCIO, 2017.

O efluente téxtil descartado em ambientes aquaticos reduz significativamente a
penetragdo de luz e consequentemente impede a atividade fotossintetizante dos
organismos, isso altera a cadeia alimentar desses ecossistemas por causarem a eliminacao
de alguns seres vivos (RAMAN et al. 2016; CHHABRA et al., 2015; ZAHARIA et al.,
2009).

Tabela 08. ParAmetros exigidos para descarte de efluentes texteis segundo legislagdo (CPRH, 2001).

Parametros Caracteristicas Federal Rio de Sao Paulo Santa Pernambuco
tipicas de Janeiro Catarina
efluentes téxteis Res. Diretriz Art. 18 Art. 19 Art. 29
CONAMA DZz-205 Dec. No Dec. No Dec. No
No 430/ 8468 14.250 7.269
2011
Temperatura 30-80 <40 - <40 <40 <40
°C
pH 2,0-10,0 5,0-9,0 - 5,0-9,0 6,0-9,0 5,0-9,0
Cor apar. * >300 75 - - -
DQO mg.L* 50-5000 - 200 - -
DBO mg.L™ 200-300 -60% - -60% -60%
CO DBO . . . . i
kgDBO/m®
Dureza total - - - - - -
Mg CaCOs/L
Fenois totais - 0,5 - 0,5 0,2 -
mg/L
Nitrogénio 18-39 - - - - -
total Kjeldahl
mg/L
SDT mg/L - - - - - -
SST mg/L 50-500 - - - - -
Oleos e graxas - 20-50 - - - -
mg/L
Cromo total 0,2-0,5 - - 5,0 5,0 -
Mg/L Cr
Fosforo total 0,3-15 - - - 1,0 -

Mg/L Cr
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Fe mg/L 15 15 15 - -
As mg/L 0,5 0,1 0,2 - -
Ba mg/L 5,0 50 50 - -
B mg/L 5,0 5,0 50 - -
Cd mg/L 0,2 0,1 0,2 - -
N-NH, mg/L 5 - - - -

*cor aparente - mg Pt/L (miligramas de platina por litro)

Fonte: CPRH, 2001.

O CONAMA 357/2005, Art.15-111 e Art.16-1, determina também que deve-se
seguir os padrdes aceitaveis para cada classe em que os receptores estiverem enquadrados,
ou seja, ambientes aquaticos de agua doce considerados classe 2 e 3, o valor da cor real é
de até 75mg Pt/L (miligramas de platina por litro). Alguns 6rgdos ambientais de Estados
brasileiros determinam parédmetros semelhantes a este como a CPRH em Pernambuco,
Instituto de Desenvolvimento Sustentavel e Meio Ambiente (IDEMA) no Rio Grande do
Norte, a CETESB (Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental) em S&o Paulo.
Esta Gltima determina que os corantes artificias sejam proibidos, caso nao seja possivel sua
retirada do efluente gerado pelos métodos de tratamento coagulacdo, sedimentacdo ou
filtracdo convencional. Segundo os parametros estabelecidos na legislacdo federal, sabe-se
que as empresas brasileiras, inclusive as téxteis, teriam que introduzir técnicas de
tratamento mais eficientes para seus efluentes (CPRH, 2001).

Segundo a CPRH, estabelecimentos (fontes da polui¢cdo) que tenham carga igual ou
maior a 100 kg/dia deverdo remover 90% da DBO, no minimo, e aquelas com carga
inferior a 100 kg/dia, 70% da DBO. A taxa de DQO para industrias do setor téxtil deverdo
reduzir em 80%, e para a DZ- 205. R-5 (diretriz de controle de carga organica de efluentes
liquidos de origem industrial), a DQO deve ser menor que 200 mg/L (CPRH 2001).

Além de efluentes liquidos gerados a partir do processamento téxtil, também é
gerado residuo sélido proveniente das etapas iniciais como fibras, fios, cascas do algodao e
o lodo gerado apo6s o efluente passar pela estacdo de tratamento das aguas proveniente das
maquinas das lavanderias (CETESB, 2009). A composicao deste lodo varia de acordo com
0s compostos quimicos, tipos de tecidos e corantes entre outras atividades. A quantidade
varia de acordo com a eficiéncia do processo de remoc¢édo da matéria organica e tratamentos
fisico-quimicos aplicados. A disposicéo final deste logo apds secarem em leito de secagem
(fig. 16), € para aterros sanitarios classe Il (residuos ndo inertes) deve-se respeitar 0s

pardmetros estabelecidos nas normas NBR-10.004 (classificacdo), é necessario ainda



Lira, Diana Duarte de — Biodegradacéo de efluente por fungos 37

realizar caracterizacdo através de testes de lixiviacdo e solubilizagdo segundo as normas
técnicas ABNT NBR-10.005 e 10.006 (CPRH, 2001).

Portanto, devido aos problemas ocasionados pelo efluente de industria téxtil é
imprescindivel o desenvolvimento de tecnologias eficientes para seu tratamento visto que
as que sdo normalmente aplicadas, adsorcdo, coagulagdo, tratamento quimico e outros,
podem ter alto custo e/ou gerar residuos secundarios (BILAL et al., 2018), que deverdo

também passar por tratamento adequado.

Figura 16. Aspecto do lodo proveniente da estacdo de tratamento apds processo de secagem

2.4 TRATAMENTO DE EFLUENTES TEXTEIS

Com o crescente aumento populacional e consequente aumento de atividades
industriais problemas ambientais tém ganhado dimensdes alarmantes devido a acédo
antrépica causando poluigdo do solo, ar e agua. A agua, um dos recursos naturais mais
importantes para a humanidade, € constantemente receptoras de residuos industriais que
sem o devido tratamento podem causar problemas ndo somente aos ecossistemas aquaticos,
mas também aos seres humanos visto que ha pouca disponibilidade de dgua potavel para o
consumo (QUEIROZ et a., 2016; MANENTI et al., 2015). Entre as inddstrias que mais
utilizam agua em seus processos, a industria téxtil gera grandes volumes de efluentes que
se forem despejados em corpos aquaticos sem tratamento adequado podem causar grandes
problemas (KARCI, 2014).

Apos o processo de lavagem dos tecidos nas lavanderias industriais téxteis, é gerado
um efluente extremamente colorido e contendo além dos corantes, outras substancias como
surfactantes, compostos clorados, sais, altos niveis de DBO e DQO e pH variados, 0 que 0
qualifica como toxicos e de dificil remocdo (SHERTATE et al., 2014), pois sao resistentes
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a degradacdo microbiana e aos tratamentos fisico-quimicos, além de poderem possuir
propriedades cancerigenas e mutagénicas (AFREEN et al., 2016; ZAHARIA et al., 2009).
Devido a esta qualidade, a legislacdo determina que efluentes devme ser tratados antes de
serem descartados (CPRH, 2001).

Visando a preservagdo da qualidade da &gua, este setor é intimado pelas autoridades
ambientais a melhorar a qualidade do tratamento de efluentes gerados em seus processos.
As normas técnicas CPRH (2001) de controle de cargas organicas em efluentes liquidos
industriais, ressalta que mesmo que a empresa fonte poluidora esteja dentro dos padrdes
estabelecido e mesmo assim esteja produzindo efluentes com niveis elevados de
toxicidade, esta deve aplicar métodos para reducdo desta toxicidade. O efluente possui uma
parcela de matéria organica suscetivel a decomposicdo por micro-organismos e outra
parcela pouco suscetivel. A biodegradabilidade de determinado residuo € avaliada em
termo de relacdo entre DQO/DBO, ou seja, a relagdo entre a matéria organica nédo
biodegradavel e matéria organica no mesmo periodo de tempo. Entdo, quanto maior for
esta relacdo menor sera a biodegradabilidade deste efluente, portanto exige-se a reducao da
taxa de DQO e/ou a reducao da razdo da DQO/DBO.

Devido a sua complexidade e recalcitrancia, ndo ha um tratamento padronizado para
todos os tipos de efluente, portanto varias técnicas de tratamentos fisicos, quimicos e
bioldgicos vém sendo desenvolvidas para minimizar seus efeitos ao homem e ao meio
ambiente. Esta complexidade deve-se, entre outros fatores, a estrutura poliaromatica e
recalcitrancia dos corantes sintéticos, portanto o método de tratamento deve ser escolhido
de acordo, preferencialmente, com tipo de corante predominante e sua acdo (ZAHARIA et
al., 2009).

Entre os tratamentos mais comuns (figura 17) pode-se citar alguns exemplos como
fisicos — adsorcéo, sedimentacdo, flotacdo, osmose reversa, nanofiltracao e eletrofiltracdo,
ionizacdo, radiacao ionizante, ultrassonico. E entres os tratamentos quimicos a coagulacao
(Alx(SQy)3), precipitacdo, neutralizacdo, floculacdo, troca idnica, cloracdo, Tratamento
eletroquimico (eletro-oxidacdo, eletrocoagulacdo, eletroflotagdo); POA (processos
oxidativos avancada), sem radiacdo — ozonizacdo (Os/H,0,), fenton homogéneo
(H,0,/Fe®*); POA - Tratamento fotocatalitico (com radiacéo): UV/H,0, (fotélise) UV/Os
(ozondlise), UVITIO; (fotocatalise), UV/O,/ H,0, (fotoFenton). E entre os bioldgicos sdo
aplicados os tratamentos convencionais lagoa de aeragdo, digestdo anaerdbico, tanque de
estabilizacdo, lodo ativado, filtro bioldgico, bioaumento, e biorremediacdo por micro-
organismos (bactérias, fungos e algas) (SANTHANAM et al., 2019; ZUKAWA et al.,
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2019; AMENGOL, 2017; BOTTREL, 2016; PAULINO et al.,, 2015; MARCONDES,
2012).
Figura 17. Fluxograma Modificado de MARCONDES, 2012 e FREIRE et a., 2000.

Tratamento de efluentes industriais

Fisico Quimico Biolégico
Gradeamento Filtrag&o Clorag&o Eletroguimico Aerébico Anaerébico
POA Enzimatico
Decantagao Flotagdo
Ozonizacéo Fotocatalitic Fenton

Para Zaharia & Suteu (2012) o tratamento de efluentes téxteis e corantes deve seguir
0s seguintes passos: separacdo de sélidos suspensos e de liquidos imisciveis por processos
mecanicos (sedimentacdo, centrifugacdo, filtracdo e flotacdo) ou pela utilizacdo de
membranas sintéticas (ultrafiltracdo, nanofiltracdo etc) ou ainda por processos fisico-
quimicos (adsorcao, coagulacao/floculacdo, fenton, ozonizacdo, irradiacdo, carvao ativado,
etc) e outras formas de separacdo de 6leo/agua. Apo6s o efluente estar livre de sélidos
suspensos ou dissolvidos segue-se ao tratamento biologico (lodo ativado, micro-
organismos e algas, etc).

Tratamento fisico baseia-se na separacdo fisica dos residuos sélidos do liquido, ou
seja, separacdo por fases. Por exemplo, gradeamento, peneiramento, sedimentacdo ou
decantacgéo e flotacdo. O processo de gradeamento tem por objetivo reter materiais solidos
grosseiros que estejam flutuando no efluente. O processo de peneiramento retém materiais
menores, porém ainda considerados grosseiros. No processo de sedimentagcdo 0s materiais
solidos ndo grosseiros em suspensdo sdo decantados, gerando assim um lodo primario
bruto. Na flotacdo é induzida formacao de bolhas, o objetivo é que 0s materiais suspensos
mais finos fiquem retidos a estas bolhas e flutuem, e assim possam ser removidos.
(MARCONDES, 2012; MASSI, et al., 2008; MELLO, 2007;BRANDAO et al., 2001; ).

No tratamento quimico, ocorre a remog¢do do composto utilizando uma substéancia

quimica que altera a estrutura de compostos do poluente. Alguns exemplos séo a cloragéo,
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ozonizagdo, radiacdo ultravioleta, processos eletroliticos entre outros. Na Cloracdo, o
cloro é aplicado para desinfeccdo na forma de cloro gasoso, hipoclorito de sodio ou de
calcio. No processo de ozonizacdo ocorre a oxidacdo do poluente visando reduzir a cor,
concentracdo de fenois e também toxicidade. Na Radiagdo Ultravioleta, a irradiacdo UV
causa danificacio do DNA do micro-organismo impedindo sua reprodugéo
(MARCONDES, 2012; DIAS et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2009; ASSALIN et al.,
2006).

No tratamento bioldgico, o processo é realizado por micro-organismos via aerobica
ou anaerdbica. No caso da utilizacdo de vias aerdbicas, 0s micro-organismos fazem a
degradacdo dos compostos presentes nestes efluentes por processos oxidativos a fim de
obter energia. Neste é formado o chamado lodo ativado que é uma massa de micro-
organismos floculantes formado quando o efluente € submetido a aeracdo. No processo
anaerobico, 0s micro-organismos degradam 0s compostos organicos na auséncia de
oxigénio produzindo metano e diéxido de carbono (BARCELLO et al., 2012;
FERNANDES, 2012).

No roteiro complementar de licenciamento e fiscalizacdo para a tipologia téxtil
(CPRH, 2001) descreve alguns processos que séo utilizados para tratamento de rejeitos de
indUstria téxtil (tab. 09).

Tabela 09. Etapas do processo de tratamento de efluente téxtil.

Tipos de tratamento

Objetivos

Tratamento Peneiramento Separacdo fisica de
primario Equalizacéo particulas em suspensdo ou
Neutralizacéo dissolvidas.
Coagulagéo quimica
Flotacdo
Sedimentacdo primaria
Tratamento Lodos ativados + clarificacdo Tratamento bioldgico
secundario Aeracéo prolongada + clarificagdo propriamente dito (ocorre
Lagoa aerada + clarificacdo transformagdo por oxidacao
Lagoa aerdbica (aerébico) ou fermentacdo
Filtros bioldgicos (anaerdbico).
Lodos ativados em dois estagios
Filtro bioldgico de alta taxa
+ lodo ativados
Tratamento Coagulagéo quimica Retirar a coloragdo para um
terciario Filtracdo em meio misto possivel o reaproveitamento
Adsorg¢do em carvao ativado da agua.
Cloragdo
Ozonizacgdo

Todavia, alguns destes tratamentos fisico-quimicos nao sdo interessantes, pois podem

gerar residuos secundarios e custar caro. Podemos citar a coagulacdo, flotacdo e
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sedimentacdo removem o material particulado, porém é ineficiente na remocgéo de cor e
compostos organicos dissolvidos gerando residuos em grande quantidade, o carvéo ativado
que é eficiente, porém por ter superficie positiva ndo consegue adsorver corantes
catidnicos e ainda é de alto custo (PAZ et al., 2017; BELTRAME, 2000), cloracdo gera um
residuo que também deve ser tratado gerando mais custos. A 0zonizagao é outro processo
eficiente na remocdo de corantes, no entanto custa caro e pode apresentar outros
inconvenientes como formacédo de bolhas de gas interferindo na eficiéncia da degradacgéo
da matéria organica (TEIXEIRA, 2014). Fenton homogéneo é eficiente para reduzir a
DQO e descolori corantes, porém gera lodo (QUEIROZ et al., 2011). Em muitos casos é
necessario aplicar mais de uma técnica de tratamento do efluente devido a sua complexa
composicao quimica, além do mais, esses processos podem resultar em outro problema que
é o residuo solido que também deve ser destinado para descarte em local adequado ou
entdo ser tratado (ZUCCA et al., 2015; SHERTATE et al., 2014; KUNZ et al., 2002).

A biorremediacdo de corantes presentes em efluentes téxteis por fungos é vantajosa,
visto que frequentemente é uma tecnologia mais barata e resultam em produtos
ambientalmente bio-amigaveis, sem a necessidade da introducdo de compostos quimicos
(solventes ou catalizadores), devido a capacidade microbiana de tolerancia e adaptacao
possibilitando assim realizar a biorremediagdo (LIMA et al., 2018).

Em processos bioldgicos, como lodo ativado, baseiam-se na agitacdo do efluente
com micro-organismos e ar induzindo a metabolizacdo da matéria organica, porém geram
grande quantidade de lodo. Em estacGes de tratamento de efluentes téxteis geralmente
utilizam-se algumas etapas para o tratamento, na figura 18 apresenta um exemplo de um
sistema no qual sdo realizadas as etapas de gradeamento, filtracdo, decantacdo e lodo
ativado (KUNZ et al., 2002; COGO, 2011).
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Figura 18. Esquema de tratamento geralmente utilizado em ETE utilizando lodo ativado.

Sistema de grades
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e
L

Tanque de aeraciio

Rectreulagio
de lodo . Retirada de
lodo

Decantador secunddrio

Desinfecgio

Efluente tratado

Fonte: Metcalf & Eddy, 1991.

Entre os tratamentos biolégicos, a biorremediacdo por micro-organismos tem-se
mostrado eficiente e em muitos casos de baixo custo, apresenta caracteristicas atrativas
visto que ha uma transformacdo dos poluentes, minimizando assim a geracao de residuo
secundario. Bactérias, fungos e algas sdo utilizados em culturas puras ou em consércios no
tratamento de corantes e efluentes téxteis. O tratamento se d& colocando o fungo
diretamente em contato com o efluente induzindo-o a metabolizar os compostos quimicos
para obter energia e fonte de carbono, induzindo a producdo de enzimas capazes de
proposionar o tratamento do efluente (AFREEN et al., 2016; DELLAMATRICE et al.,
2016; YANG et al., 2015; SHERTATE et al. 2014).

Os fungos apresentam mecanismos para biorremediar efluentes como biossorcéo e
biodegradacdo podendo levar a sua mineralizagdo (SEN et al., 2016; RODRIGUEZ
COUTO, 2009; ZHANG et al. 1999). Na biossorcdo, a biomassa fangica (biossorvente)

capta ou adsorve as moléculas de corantes (adsorvato) presentes nos efluentes por forgas
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fisico-quimicas realizando assim a remocdo deste poluente (VOLESKY, 2001; FARIAS,
2014). E pode acontecer de duas formas, por adsorcdo de forma passiva, sem gasto de
energia, na qual as moléculas do poluente aderem externamente a parede celular das hifas
ativa ou inativada (FARIAS, 2014) e bioacumulacéo, neste ha gasto de energia, na qual as
moléculas do corante depois de aderidas a parede sdo absorvidas para o interior das células
0s corantes ndo sdo metabolizadas/mineralizado pelo fungo (FARIAS, 2014; KAPOOR,
1999; STRANDBERG, 1981). O processo de bioacumulacdo dos corantes passa por
estagios, primeiro o corante é adsorvido na parede celular das hifas e depois é absorvido
para o citoplasma. No trabalho de Xin et al., 2010, é mostrado que o Penicillium oxalicum
na forma de pellets em solugbes aquosas adsorveu o corante reativo Cu-complex
completamente com 48 horas de incubacdo e depois, por microfotografias do micélio, €
confirmada a transferéncia do corante para o interior das hifas.

Na biodegradacdo, os fungos apresentam varios mecanismos para obter fontes de
carbono e energia, eles através de vias metabdlicas enzimaticas promovem a degradacédo de
compostos presentes no efluente. Podendo ser por via hidrolitica por meio de enzimas
hidrolases ou por via oxidativa, através das enzimas oxidorredutases como lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase, estas trés sdo detectadas em fungos capazes de
degradar a lignina, um biopolimero complexo. Estas enzimas séo capazes de metabolizar
corantes e outros compostos quimicos presentes nos efluentes, podendo conduzir a sua
mineralizacdo, ou seja, ate formar dgua e dioxido de carbono (ESPOSITO e AZEVEDO,
2010).

A escolha do melhor método para a recuperacdo de aguas residuais de industrias
téxteis € um passo essencial devido a composicdo complexa desses rejeitos (SINGH et al.,
2015; KAMIDA et al., 2005). A via pela qual o fungo ira realizar a degradacdo dependera
das estruturas moleculares dos corantes e outros compostos, por exemplo, a classe dos
indigoides possuem uma estrutura altamente resistente a luz solar, pH extremo e exposicao
ao aquecimento, qualidades que os qualifica como mais duraveis (ZUCCA et al., 2015).

O emprego de enzimas extracelulares como lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP), lacase (Lac) e azoredutase séo bastante estudadas para degradacéo de
corantes sintéticos, presentes nos efluentes téxteis, pois atacam as estruturas aminas
aromaticas de alguns destes corantes (BABU et al., 2015; LU et al., 2016). A
biorremediagdo via enzimatica, principalmente, as oxidoredutases e peroxidases, &

considerada eficiente e economicamente viavel, portanto novas enzimas provenientes de
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micro-organismos ndo referendados como biorremediadores deve ser pesquisada (BILAL
etal., 2018).

Segundo Martinkov et al., (2016) enzimas provenientes de fungos séo consideradas
eficientes no tratamento de efluentes. Assim como em outros trabalhos nos quais enzimas
oxidativas de basidiomicetos foram potenciais no tratamento do corante reativo laranja 7 e
de aguas residuais (REZAEI et al., 2015; KUES, 2015; MACHADO et al., 2006). Shen et
al., (2015) observaram melhor descoloracéo de corantes trifenilmetano por Coriolopsis sp.
sob condicdo aerobica, e ainda sugerem que quando hd melhor descoloracdo na presenca
de oxigénio ocorre por reacdes oxidativas, e quando ha melhor descolora¢do em condigdes
anaerobicas, ocorre por reacdes redutivas.

Todavia, ndo apenas os fungos pertencentes a classe dos basidiomicetos sdo capazes

de descolorir e degradar efluentes e corantes, fungos representantes de outras classes

fungicas apresentam esta habilidade (BABU et al., 2015) como é listado na tabela 10.

Tabela 10. Micro-organismos com capacidade de descolorir corantes.

Micro-organismo Corante Descoloracdo(%) Tratamento Referéncia
Phaenerochaeta Direct Blue 15 12 Descoloracdo  dos Urek and
chrysosporium Direct Green 6 54 corantes utilizando a Pazarlioglu.
enzima  oxidativa 2007
MnP
Aspergillus niger indigo carmim 55-97% Remogdo do corante Silva et al., 2015
por imobilizacdo do
fungo em espumas
de poliureteno, em
reator aerébico
Trichoderma Crista violeta Reducéo Descoloracéo, Shanmugam et
asperellum absorbancia biodegradagdo do al., 2017
maxima corante pela enzima
oxidativa lacase
Pleurotus ostreatus, Mistura de verde Até 90 Biossorcéo, Przystas et al.,
Gloeophyllum brilhante biodegradacéo 2015
odoratum, Polyporus  (trifenilmetano) e
picipes, Fusarium Evans azul (diazo)
oxysporum
Aspergillus versicolor  Corante EmpH5 - Bioacumulacéo Tastan et al.,
27,15% 2010
EmpHG6 -
28,95%
Aspergillus niger Procion Red MX-5B 30 Biosorcéo Almeida et al.,
Aspergillus terreus 98 Biodegradacédo 2014
Aspergillus alliaceus indigo 98,6 Biossorcéo, Khelif et al.,
Vermelhos Congo 98 biodegradacéo 2009
Aspergillus niger Direct Blue 199 400 mg L—1 Biossor¢do Xionga et al.,

2010
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Aspergllius lentulus Acido Azul Marinho  99,97% Descoloracéo Kaushik et al.,
2011
Aspergillus versicolor  preto reativo 5 98 Biossorcdo Huang et al.,
(RB5). 2016
Aspergillus ochraceus  Reactive blue-25 Reducéo da Adsorcéo, Parshetti et al.,
concentracdo do  biodegradacéo 2007
corante
Penicillium Methyl Violet 98 Biossorgéo, Chenetal., 2015
simplicissimum Crystal Violet 95 biodegradacéo
Cotton Blue 82
Malachite Green 54
Aspergillus sp. Verde brilhante Reducéo Descoloracéo, Kumar et al.,
absorbancia biodegradacéo 2012
maxima

Legerska et al., (2016) e Beggiato et al., (1993) analisaram a oxidacao pela lacase
no processo de degradacdo do corante indigo, assim como Campos et al., (2001), na figura
19a é apresentado o possivel mecanismos de degradacao incompleta do corante indigo pelo
fungo Phormidium por clivagem oxidativa da ligacao central produziu isatina, que por sua
vez pode sofrer hidrélise e descarboxilagdo produzindo &cido antranilico. A figura 19b
representa a degradacdo do mesmo corante também por lacase proveniente do fungo
Trametes hirsuta no qual o corante é quebrado em moléculas de isatina (indol-2,3-dion)
que por sua vez também é quebrada em &cido antranilico (&cido 2-aminobenzoic) por
descarboxilacdo do &cido isatico que é uma molécula formada hidroliticamente ap6s a
degradacdo da molécula de isatina.

Figura 19. Mecanismo de degradacio do corante Indigo (A) por Phormidium. e do indigo carmim (B) pela
enzima lacase produzida por Trametes hirsuta
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Fonte: Legerska et al., (2016); Campos et al., 2001.
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Li et al., (2015), também apresentam mecanismos de degradacao do indigo carmim
por Bacillus sp. MZS10. Na figura 20a foram formadas as moléculas de isatina e 4cido
sulfonico isatina por processo oxidativo, através a quebra da ligacdo dupla C=C e formagéo
de ligacGes cetbnicas C=0. Na figura 20b mostra a degradacdo do indigo carmim por
processo redutivo onde as ligacdes duplas C=0 e C=C da molécula séo reduzidas gerando
ligacdo —CH induzindo a formacéo do &cido sulfénico indolino.

Figura 20. a) obtencdo da isatina e &cido sulfénico isatina por processo oxidadtivo. b) obtencdo do acido
sulfonico indolino por processo redutivo (Li et al., 2015)..
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O Lenzites elegans WDP2, um fungo da podriddo da madeira, apresentou
habilidades em descolorir os corantes vermelho de Congo (98,8%), verde de malaquita
(21,27%) e verde brilhante (92,77%) em meio caldo. Foi detectada que a enzima lacase foi
a que participou do processo (68,5 UmL™), e foi observado em microscopia de contraste de
fase, a biossorcdo do corante vermelho congo pelo micélio deste fungo (PANDEY et al.,
2018). A lacase proveniente de um fungo endofitico Phomopsis sp. irradiado por feixe de
elétrons (EBR) degradou e desintoxicou um corante antraquinona Remazol Brilliant Blue
R (RBBR), neste caso a enzima apresentou maior tolerancia a metais (Zn**, Cu*, Cr** e
Ca®") depois do fungo ser irradiado (NAVADA et al., 2018). Na pesquisa de Melo et
al.,(2014), o fungo Lentinus crinitus descoloriu o corante vermelho congo através do
processo de adsorcdo e condigcbes experimentais estacionarias. Trichosporon
akiyoshidainum HP 2023 foi capaz de remover totalmente a cor do corante reativo 5
também por atividades enziméticas do fenol oxidase (353 UL™) e Mn-dependente
peroxidase (2750 UL™) (MARTORELL et al., 2017).
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2.5 AS ENZIMAS LIGNOLITICAS

Séo catalizadoras de reagdes bioldgicas, com grande importancia biotecnolégica
para as industrias alimenticia, farmacéutica, de detergentes, téxteis e outras. Muitos micro-
organismos como o0s fungos excretam enzimas que degradam a lignocelulose como os
basidiomicetos Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Lentinula edodes e
por outras classes fungicas assim como os géneros Aspergillus, Lichtheimia e Penicillium (
EL-RAHIM et al., 2017; CHEN et al., 2015; KABBOUT et al., 2014).

Estas enzimas pertencem ao grupo das oxido-redutases, participam da degradacao
da lignina, e sdo divididas em duas classes, as fenoloxidases e as enzimas produtoras de
perdxido de hidrogénio. As fenoloxidases sdo subdivididas em lacases que ndo dependem
de peroxido de hidrogénio para atuarem, tém o oxigénio como aceptor de elétrons, e em
enzimas dependentes de perdxido ou peroxidases que sao lignina peroxidases e manganés
peroxidases (peroxidase dependente de manganés), nas quais o peroxido de hidrogénio
funciona como co-substrato. (ENZYME NOMENCLATURE, 2018),

2.5.1 Lacase EC 1.10.3.2 - Lac

Foi descrita pela primeira vez em 1883 extraida de uma arvore Rhus vernicifera por
Yoshida (YOSHIDA, 1883 citado em MAYER e STAPLES 2002), séo encontradas
principalmente em plantas superiores, fungos, insetos e bactérias. Segundo Mayer e Staples
(2002), seu mecanismo geral de oxidacao de substratos € a extracdo de um elétron a partir
do composto fenodlico liberando um radical fenoxila. Pertencem ao grupo das multicobre
oxidorredutores, com quatro atomos de cobre (Cu) em sua estrutura quimica, um atomo Cu
T1, um Cu T2 e dois Cu T3 (WONG, 2009) oxidam varios compostos fendlicos reduzindo
o Cu?* a Cu* (Fig. 21) e entdo reduz 0 oxigénio & 4gua, retornando a sua forma nativa Cu®*
(GIANFREDA et al., 1999; CARVALHO, 2011; FARIA, 2010). Os sitios Cu T1 e Cu T2
(fig. 22) estdo relacionados com a abstracdo e/ou transferéncia de elétrons, jd os Cu T2 e
Cu T3 formam um agrupado trinuclear que faz a ligacéo e reducdo do oxigénio (SHAH &
NERUD 2002; COELHO, 2007). O composto fendlico é oxidado pelo Cu T1(Cu?** a Cu*),
os elétrons sdo conduzidos pelo tripeptideo His-Cys-His até os Cu T2 e Cu T3 reduzindo o
oxigénio molecular a &gua (BALDRIAN, 2006; COELHO, 2007).
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Figura 21. Ciclo catalitico de Lac
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Fonte: FARIA, 2010 (modificado de BREN; SINGLETON, 1999).

Figura 22. Ciclo catalitico lacase
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Fonte: Coelho, 2007; Baldrian, 2006.

A lacase degrada lignina e compostos com estruturas similares a da lignina (fig.
23), e devido a isto também sdo aplicadas em processos biotecnoldgicos no biotratamento
de solos e efluentes industriais como os téxteis, devido & presenca de corantes com

estruturas quimicas similares a da lignina (BATISTA, 2009; ALVES, 2011; VALLE,
2012).
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Figura 23. Estrutura hipotética da lignina.
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Fonte: https://www.infoescola.com/compostos-quimicos/lignina/

2.5.2 Lignina peroxidases EC 1.11.1.14 - LiP

E uma glicoproteina, contém um grupo prostético nomeado protoporfirina 1X
(heme) e precisa de peroxido de hidrogénio para a acao catalitica. S&o capazes de degradar
compostos arométicos fendlicos e ndo fenolicos devido ao seu alto potencial redox. O
alcool veratrilico é seu principal redutor, esta enzima o oxida na presenca de peroxido de
hidrogénio, seu agente oxidante (WONG, 2009, FARIA, 2010). As reacdes que sao
catalisadas pelas peroxidases envolvem a transferéncia de hidrogénio das moléculas
orgénicas para as moléculas de H,O, resultando em &gua. Oxida substratos pela
transferéncia de elétrons em vérias etapas e formacao de radicais intermediarios tem como
radicais fenoxis e cations de alcool veratrilicos. Ela tem baixa especificidade, portanto
pode ser utilizada para oxidacdo de varios poluentes organicos (DELLAMATRICE, 2005;
SANTOS et al., 2011).

O ciclo catalitico (fig. 24) envolve a oxidacdo do ferro heme pelo peroxido de
hidrogénio, a forma nativa Fe (I11) é oxidado pelo aceptor de elétrons H,O, ao composto |
Fe (IV) (radical catibnico deficiente de elétrons), e este é reduzido pelo substrato (alcool
veratrilico) ao composto Il, este Gltimo é entdo reduzido novamente por outro substrato
retornando a sua forma nativa, e assim completa seu ciclo catalitico. O alcool veratrilico é
oxidado a veratraldeido pela LiP. Em condi¢cGes em que ha uma alta concentragdo de
per6xido de hidrogénio e auséncia de substrato redutor, o composto Il é oxidado ao

composto 111 cataliticamente inativa, possivelmente o alcool veratrilico protege a enzima
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da inativagdo nestas condi¢fes onde ha excesso de peroxido de hidrogénio (FARIA, 2010,
AZEVEDO & ESPOSITO, 2010).

Figura 24. ciclo catalitico de LiPs
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Fonte: Faria, 2010. (Moreira Neto, 2006)

2.5.3 Manganés peroxidases EC 1.11.1.13 — MnP

Foi descrita pela primeira vez em Phanerochaete chrysosporium (Kuwahara et al.,
1984), sdo glicoproteinas extracelulares que contem um grupo prostético heme, é
dependente de peréxido e fons Mn?*. Oxida Mn®* a Mn®" na presenca de peréxido de
hidrogénio (fig. 25), este como co-substrato. O Mn** ap6s liberado da enzima forma um
complexo com oxalato, ou com outro quelante, e age como mediador redox de alguns
substratos fendlicos como aminas, corantes, fenois simples, estruturas fendlicas e dimeros.
O ciclo catalitico da MnP inicia-se oxidando-se o H,O,, liberando &gua, e formando o
composto | que & um cation com deficiéncia de elétrons, o composto | é convertido ao
composto 1l pela oxidacdo do ion Mn* ou na presenca de outro doador de elétrons, e 0
composto Il ao composto nativo ocorre na presenga de Mn%. Em altas concentragdes de
H.,O, pode ser formado o composto Ill, uma forma inativa, também ¢ inativado na
presenca de alcool veratrilico (FARIA, 2010, AZEVEDO & ESPOSITO, 2010).
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Figura 25. Ciclo catalitico de MnPs
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Fonte: Faria, 2010 (modificado de Hofrichter, 2002).

2.5.4 Enzimas em processos de descoloragao

Estas enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase sdo atribuidas a
descoloracdo e degradacdo de corantes e efluentes téxteis por fungos em diversas
pesquisas. Os fungos responsaveis pela podriddo branca sdo bem conhecidos pela producéao
destas enzimas (VOBERKOVA et al., 2018), entretanto varios outros géneros fingicos
podem produzi-las como os géneros Aspergillus e Penicillium (SAROJ et al., 2014;
BENGHAZI et al., 2014). Usualmente estas enzimas sdo utilizadas em processos de
branqueamento de celulose, nas industrias de alimentos e téxteis, também em processos de
biodegradacdo e biorremediacdo de contaminantes como efluentes e corantes téxteis
(CARVALHO, 2011). Os fungos sdo frequentemente utilizados em pesquisas de
descoloracdo de corantes e efluentes gerados pela inddstria téxtil como é relatado por Dayi
et al., (2018), onde a lacase produzida pelo fungo Morchella esculenta imobilizado,
participou do processo de biodegradagédo do corante reativo laranja 16. A lacase produzida
pelo fungo Trametes pubescens, em cultivo com cascas de girassol, descoloriu o corante
ramazol brilhante (RODRIGUEZ-COUTO et al., 2011), o fungo Trichoderma asperellum
degradou o corante cristal violeta atraves da producdo desta enzima (SHANMUGAM et
al., 2017), a mesma enzima foi detectada na pesquisa de Ortiz-Monsalve et al., (2017) onde
o fungo Trametes villosa descoloriu os corantes Acid Red 357, Acid Black 210 and Acid
Blue 161. MnP também é relatada em varios trabalhos, produzida por Ganoderma lucidum
foi eficiente na descoloracgdo dos corantes Reactive Blue 21, Sandal-fix Black, Reactive Red
1952 Reactive Yellow 145(92.1%, 95.7%, 95.53%, 94.4% respect.) (ASGHER et al.,
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2016). Este mesmo fungo também pela acdo desta enzima foi capaz de descolorir Reactive
Blue 21 (86.9%), Reactive Red 195A (82.6%) e Reactive Yellow 145A (84.7%) (BILAL et
al., 2016a). Zubbair et al., (2018) confirmam um desempenho significativo de lac e MnP
produzida por Ganoderma tsugae, na degradacdo do corante reactive black (82+4.33%)

apos doze dias.

2.6 TOXICIDADE

Os diversos tratamentos de efluentes da indudstria téxtil visam principalmente a
remoc¢do da cor, porém é preciso levar em consideracdo a detec¢do da toxicidade dos
subprodutos formados durante esse processo para avaliar qual destes tratamentos é melhor
(VACCHI et al., 2013). O biotratamento com 0s micro-organismos, por exemplo, tem a
capacidade de metabolizar diversos compostos recalcitrantes como corantes e outros
produtos presentes nas aguas resultantes da lavagem de tecidos em lavanderias industriais
téxteis. Contudo, deve-se ficar atento aos subprodutos formados a partir desta
biodegradacdo, pois podem apresentar-se mais toxicos que 0s originais e, portanto

prejudicar os seres vivos (LIMA et al., 2018).

Estes subprodutos podem apresentar propriedades carcinogénicas e mutagénicas,
Silva et al., (2015) observaram que na descoloracdo do indigo carmim pelo Aspergillus
niger resultou em um subproduto, o bezeno que é bastante resistente, quando adicionado
amonia como fonte de nitrogénio, gerou efluente tdxico. Estes efluentes podem ser
prejudiciais de forma a afetar ecossistemas, e direta ou indiretamente a seres humanos. O
ser humano pode ser exposto a estes compostos tanto por via oral (por ingestdo de dgua ou
alimentos contaminados) quanto por via dérmica (contato com corantes dos tecidos). Estas
substancias podem reagir com outras e causarem modificacdes bioquimicas e fisiologicas,

guando em contato com organismos (ROCHA et al., 2016; 2017).

O corante azo e as aminas provenientes de sua degradacdo apresentaram efeitos
mutagénicos em testes com Salmonela e mamiferos, a toxicidade destas moléculas deve-se
a natureza e posicdo dos seus substituintes. Como ocorre com o corante acid red 26 que
apresenta propriedade carcinogénica devido a presenca de grupo metil e posicdo distinta do

sulfato de sddio. Diante destes fatos, € importante que sejam realizados testes de
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toxicidades em poluentes e metabolitos provenientes do processo de biorremediacéo a fim
de avaliar a viabilidade deste tratamento (SEN et al., 2016).

Os fungos Haematonectria haematococca Bwll143, K37 e Trichoderma harzianum
Bsl1133 foram capazes de descolorir o corante antraquinona Alizarin Blue Black B por
atividade de oxirredutases extracelulares. Para avaliar a detoxificagdo dos subprodutos,
compostos fendlicos, deste processo foram utilizados testes de fitotoxicidade
(determinacdo de inibicdo e crescimento das raizes e germinacdo das sementes de
Lepidium sativum L.), biotoxicidade (Microtox), citotoxicidade. O fungo H. haematococca
K37 mostrou-se toxico apesar de apresentar bons indices de descoloragdo (Rybczynska-
Tkaczyk et al., 2018). Com isso observa-se a importancia de realizar avaliagbes de
toxicidade ap6s o tratamento, mesmo que sejam aplicados tratamentos potencialmente

eficientes como a biorremediacdo com a utilizacdo micro-organismos.

O CONAMA n. 430/2011 art. 18° determina que “0 efluente ndo devera causar ou
possuir potencial para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor,
de acordo com os critérios de ecotoxicidade estabelecidos” (BRASIL, 2011). Para o
melhor entendimento com relacdo a toxicidade alguns conceitos devem ser observados,
segundo a resolucdo n° 357/2005, efeito tdxico agudo é quando o agente poluidor leva o
organismo a morte em pouco tempo de exposi¢do, e o efeito toxico crénico é quando o
agente poluidor afeta alguma funcdo bioldgica ou comportamento do organismo durante
sua vida ou parte dela. Ensaios ecotoxicologicos sdo ensaios realizados para avaliar 0s
efeitos deletérios a organismos aquaticos, ensaios toxicol6gicos sao indicados para avaliar
os efeitos aos seres humanos. Esta resolucdo, também, determina que a qualidade de
ambientes aquéaticos possa ser avaliada por indicadores biologicos, representantes de
grandes grupos de uma cadeia ecoldgica, como organismos aquaticos. A toxicidade sera
avaliada através de ensaios: ecotoxicoldgicos (organismos aquaticos) e toxicoldgicos (seres
humanos) ou outros cientificamente reconhecidos como bioindicadores (BRASIL, 2005).
Como os testes realizados com vegetais, Lyu et al., (2018) e Park et al., (2016) consideram

esses testes como simples, sensivel, rapido, confiaveis e com custo-beneficio bom.

Testes de fitotoxicidade até a década de 1970 eram pouco utilizados, apenas apds a
década de 1980 houve mais estudos de toxicidade utilizando plantas e também algas,
principalmente para analisar toxicidade de metais e herbicidas (WANG, 1991). Espécies de
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plantas além de serem testes de baixo custo podem indicar potenciais efeitos toxicos de
diferentes substancias e em quais concentragdes (HILLIS et al., 2011).

A agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) indicam vegetais
para testes que avaliem a toxicidade de efluentes liberados em ambientes aquaticos
(AGUIAR, et al., 2016; ROCHA, 2017). Nestes testes sdo avaliados a germinagéo e o
elongamento da raiz e hipocolito das sementes de plantas. A semente é a primeira fase da
planta em ter contato com substancias eventualmente toxicas, podendo interferir no seu
desenvolvimento normal. A inibicdo da germinacdo e/ou alteracdes no crescimento da raiz
sdo sinais de efeitos toxicos (SOBRERO & RONCO, 2008; ROCHA, 2017; ERNST,
1998). Estes foram os fatores observados para avaliar toxicidade de compostos fenolicos e
efluentes por Park et al., (2016). No trabalho de Eluk et al., (2017) foi avaliado o efeito de
antibidticos presentes no meio ambiente por teste de germinacao e elongamento utilizando
as sementes de alfafa (Medicago sativa), melilotus (Melilotus albus) e trevo branco
(Trifolium repens).

Rocha (2017) observou-se que a descoloracdo do corante laranja reativo 64
utilizando oxidacdo avancada (US/H,0O,) resultou em subprodutos mais toxicos que o
original, diante dos resultados obtidos no teste de fitotoxicidade com sementes de alface,
sendo observados os efeitos inibitérios da germinacdo e crescimento da radicula e
hipocétilos. Confirmando mais uma vez a importancia de avaliacdo de toxicidade ap6s o
tratamento de corantes téxteis, mesmo que a cor tenha sido removida, pois a auséncia de
cor ndo € garantia de que o efluente ndo seja nocivo ao meio ambiente e a salde humana.
O autor ainda sugere que estudos futuros devem ser realizados com a combinacdo do
sistema US/H,0, e tratamentos bioldgicos.

A EPA (2012), OECD (2003), USEPA (1996), ISO (1995), USFDA (1987) e
OECD (1984) recomendam sementes de plantas como bioindicadores modelos de
toxicidade como alface (Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota), tomate (Lycopersicon
esculentum) e pepino (Cucumis sativus). L. sativa é conhecida como indicador padréo por
possuir sensibilidade moderada, e é bastante utilizada em testes fitotoxicoldgicos conforme
protocolo padrdo de germinagdo ATSM (2003) (WANG, 1992; LYU et al., 2018; PARK et
al., 2016) assim como a Daucus carota (cenoura) que € sensivel a produtos quimicos
(ENVIRONMENT CANADA, 2005). Também sdo indicadores o feijdjo mungo verde
(Vigna radiata) (HAQ et al., 2018), agrido (Lepidium sativum) (UNICHIM N. 1651,
2003); e a lentilha-d'agua (Lemna minor) (ISO SO / WD 20079:2005) (TIGINI et al.,
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2018). Ja o Allium cepa ¢é utilizado para analisar a genotoxicidade (SHANMUGAM et al.,
2017; HAQ et al., 2018),

Zucconi et al., (1981), Mendes et al., (2016) e Priac, et al., (2017) também
descrevem as sementes como as de alface (Lactuca sativa L.) e pepino (Cucumis sativus
L.) como bioindicadores de fitotoxicidade. Gerber et al., (2017) utilizam estas sementes
para avaliar a toxicidade de efluentes suinos, conforme recomendacbes da EPA
(DIRETRIZES DO TESTE DE EFEITOS ECOLOGICOS, 2012).

Diversas outras pesquisas com tratamento de corantes e efluentes téxteis também
envolveram anélises de toxicidade com vegetais, por exemplo, fungo Achaetomium
strumarium descoloriu 99% do corante acido vermelho 88, corante azo, a metabolizacao ou
mico-transformacdo (como os autores nomeiam) do corante foi confirmada através de
analises UV-vis, FTIR, HPLC e GCMS, também houve detoxificacdo através de andlises
de fitotoxicidade com sementes de Phaseolus mungo (feijdo preto) e Sorghum bicolor
(sorgo) (BANKOLE et al., 2018).

Lemna sp. (OECD Lemna sp., fitotoxicidade, teste de inibi¢do do crescimento No.
221) e outros organismos (Daphnia magna Teste OCDE No. 202: zootoxicidade, Teste de
Imobilizagdo Aguda com Daphnia sp.) também foram utilizadas para avaliar o grau de
detoxificacdo apds tratamento onde as biomassas imobilizadas dos fungos Pleurotus
ostreatus (BWPH), Gleophyllum odoratum (DCa) e Polyporus picipes (RWP17) foram
aplicadas descolorir corantes azo e trifenilmetano. Sendo o tratado com Polyporus picipes
(RWP17) a apresentar os melhores resultados para descoloragdo e reducéo da toxicidade
(PRZYSTAS et al., 2018).

O fungo Trichoderma tomentosum descoloriu efluente téxtil sob condicGes nao
esterilizadas e o corante azo Acid Red 3 R possivelmente por degradacdo oxidativa por
peroxidase de manganés. Teste de fitotoxicidade utilizando sementes de soja (Glycine max)
e da planta (Adenanthera microsperma) confirmaram a reducdo da toxicidade (HE et al.,
2018).

Zubbair et al., (2018) analisaram a fitotoxicidade do metabolito da degradagdo do
corante reactive black pelo fungo da podriddo branca Ganoderma tsugae, com sementes de
feijdo e milho no qual foi confirmada a reducéo de toxicidade. Oliveira et al., (2018)
avaliaram o potencial toxico dos corantes téxteis Direct Black 38 e Azul Reativo 15
utilizando representantes de diferentes niveis troficos. Foram realizados testes de
germinacdo e elongamento com sementes de alface (Cucumis sativus), pepino (Lactuca

sativa) e tomate (Lycopersicon esculentum) e testes com os organismos Daphnia magna e
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Artemia salina, Eisenia foetida (minhoca) e peixes truta arco-iris. Neste trabalho nédo foi
observada fitotoxicidade, entretanto observou-se toxicidade para 0s outros niveis,
enfatizando que testes em niveis troficos diferentes € fundamental para melhor avaliacdo
da toxicidade de corantes téxteis, assim como os efluentes téxteis, e os niveis ndo
prejudiciais para os ambientes.

Portanto a utilizacdo de sementes de plantas para avaliar a eficiéncia de tratamentos
de corantes e efluentes téxteis por fungos € de grande valia, visto que estes compostos
mesmo apos tratamento para reducdo de parametros fisico-quimicos (conforme legislacao

ambiental) podem apresentar feitos nocivos aos ecossistemas aquaticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CORANTE E EFLUENTE TEXTIL

O corante indigo carmim foi obtido comercialmente da empresa Sigma (Sigma-
Aldrich Corporation, St. Louis Missouri, EUA). O efluente téxtil foi obtido do tanque de
estocagem de lavanderia situado em uma inddstria téxtil de Jeans localizada na cidade de
Caruaru (PE/Brasil). Para este efluente foram determinadas as seguintes caracteristicas
fisico-quimicas: temperatura, cor, pH, demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda
quimica de oxigénio (DQO), carga organica total (COT), dureza total, fendis totais,
nitrogénio total, sélidos dissolvidos totais (SDT), solidos suspensos (SST), carbono total
(CT), cromo total, fosforo total, éleos e graxas de acordo com metodologia SMEWW
(Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22st edition, 2012),
realizados pelo Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP).

3.1.2 Curva de absorc¢ao

As leituras de absorbancia no espectro de absorcdo UV-Vis do corante indigo
carmim e do efluente téxtil testados nos experimentos foram obtidas em espectrofotdmetro
(Thermo Fisher Scientific, modelo EVO 60) na faixa entre 400-900 nm.

3.2 MICRO-ORGANISMOS

As cepas fungicas foram provenientes do Laboratério de Microbiologia Ambiental
e Industrial - LAMAI - Departamento de Antibidticos do Centro de Biociéncias
(CB/UFPE) e da colecdo de culturas URM/UFPE. Foram testadas 100 cepas, destas 29
foram isoladas de agua potavel, 39 isoladas de agua mineral, 18 isoladas de solo, 13
isolados a partir de madeira de mata Atlantica (URM/UFPE) e 1 isolada de petroderivados.

Foram mantidas em meio Agar Sabouraud (SAB) a 4°C.
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3.3 SELECAO DE CEPAS FUNGICAS QUANTO A DESCOLORACAO DE CORANTE
INDIGO CARMIM

O corante indigo carmim foi escolhido como parametro para selecionar cepas
capazes de descolorir corantes presentes em efluentes téxteis e por ter sido citado em
pesquisas de descoloracdo por micro-organismos (BANKOLE et al., 2017; LI et al., 20154,
2015b). Os fungos foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultivo SAB
acrescido de corante indigo Carmim (5 mg/L) e ap06s sete dias de incubacdo a 30°C foram
retirados trés blocos de gelose com crescimento micelial e inoculados em frascos
Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL de meio com a seguinte composicdo: agua
destilada (49,5 mL), 0,02% de extrato de levedura e 0,5 mL de solucdo de corante indigo
carmim, concentracdo final de 50 [mg/L] (MTUI et al., 2008), e incubados por sete dias a
30°C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em condi¢do estatica.

Para andlise da descoloracdo do corante foram retiradas aliquotas com 7 dias de
incubacdo e submetidas a leituras das absorbancias em espectrofotdmetro (Thermo Fisher
Scientific, modelo EVO 60) no comprimento de onda obtido por meio do espectro de
absorcdo. Esta andlise foi realizada por meio de reducBes da absorbancia obtida no
controle, o percentual de descoloracdo (%D) foi calculado utilizando-se a formula:

AbsTy —AbsT,,

%D= X 100

AbsT,

AbsTy= Absorbancia inicial
AbsT,= Absorbancia em cada tempo

3.4 QUANTIFICACAO ENZIMATICA

As cepas, que obtiveram descoloracdo do indigo carmim igual ou maior a 70%,
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Agar SAB acrescido de indigo carmim
(5 mg/L) e incubados a 28°C por sete dias. A partir destas foram retirados trés blocos de
gelose e inoculados em frascos Erlenmeyer contendo meio de cultura liquido de acordo
com metodologia preconizada por Miranda et al., (2012), (0,05 g de extrato de levedura,
0,2 g de KH;POy4, 0,05 g de MgSQOy4, 0,02 g de CuSOy4, 0,016g de MnSQOy, pH 7,5, 1L de
agua destilada acrescida do corante indigo carmim na concentragdo 5 mg/L), a 28°C por 7

dias em condigdes estéticas.
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Foram realizadas analises a partir de amostras retiradas dos frascos no sétimo dia de
incubacéo, para as enzimas Lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase
(MnP). A atividade da Lac foi realizada de acordo a metodologia de Buswell et al., (1995),
na qual foram utilizadas 0,1 ml de tampéo acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0); 0,8 ml de
solucdo de ABTS em 0,03% (w / v); 0,1 ml de extrato enzimatico. A absorbéncia foi lida a
420 nm com 5 e 10 min, e o coeficiente utilizado para o calculo de obtencdo de U
(unidades internacionais de enzima por litro) foi €=36000 M™*cm ™. Uma unidade de
enzima (1U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 umol de
substancia por minuto por mg de proteina. Para MnP foi utilizada a metodologia descrita
por Kuwahara et al., (1984), na qual utilizou 250uL do extrato enzimético; 100 uL de
vermelho de fenol (0,01% w / v); 50 sulfato de manganés MnSQ, (2 mM) e 50 perdxido de
hidrogénio (20mM, pH 4,5). A mistura foi incubada a 30 ° C por 10 min e a reacdo foi
interrompida por 100uL de NaOH (2N). A absorbancia foi lida a 610 nm. Uma unidade de
enzima (1U) equivale a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 umol de vermelho de
fenol/L/min por mg de proteina. O coeficiente utilizado para o calculo para obtengdo de U
foi e= 4466 M™ cm ™. Para LiP foi realizada segundo a metodologia de Buswell et al.,
(1995), que usa solucdo a base de 1mL tampdo tartarato de sédio 125mm pH 3,0; 500uL
de &lcool veratrilico 10mM; 500uL de peroxido de hidrogénio 2mM e 500 uL do extrato
enzimatico. A absorbancia foi lida a 310 nm, com 0 e 5 min. Uma unidade de enzima (1U)
equivale a 1umol de produto formado por minuto por mg de proteina. O coeficiente
utilizado para o célculo para obtencio de U foi € =9300 M™ cm ™. A atividade enzimatica

especifica foi determinada em pmol minuto™ mg de proteina™ (U mg de proteina™).

3.5 DESCOLORACAO DO EFLUENTE TEXTIL

As cepas selecionadas, quanto a capacidade de descolorir o corante indigo carmim,
foram testadas quanto a capacidade de descolorir o efluente téxtil. Para isso trés blocos de
gelose com crescimento micelial de cada cepa, foram inoculados em frascos Erlenmeyers
(250 mL) contendo 50 mL de efluente téxtil ndo autoclavado foi acrescido de 0,02% de
extrato de levedura e incubado por sete dias a 30°C, no escuro. O controle consistiu das
mesmas condic¢des, porém sem inoculo. O experimento foi realizado em triplicata em
condicdo esttica. Foram retiradas aliquotas de 2mL com um, quatro e sete dias de

incubacdo para andlises do percentual de descoloragdo e quantificacdo enzimética. Para
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analisar o percentual de descoloracdo do efluente téxtil, as amostras foram centrifugadas e
analisadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda obtida através da curva de
absorcdo (Thermo Fisher Scientific, modelo EVO 60) para obtencdo do espectro de

absorcdo UV-Vis e entdo calculado o percentual de descoloracdo (%D).
3.6 QUANTIFICAC}AO ENZIMATICA NO EFLUENTE TEXTIL

O complexo de enzimas lignoliticas foi quantificado com os fungos inoculados no
efluente téxtil. Para tal, aliquotas do efluente foram coletadas de cada frasco ao final de
sete dias de incubagdo e submetidas & metodologia de Buswell et al., (1995) para Lac e
LiP, e de Kuwahara et al., (1984) para MnP.

3.7 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO PARA DESCOLORACAO DO
EFLUENTE TEXTIL

Para obtencdo da melhor condicdo entre as cepas selecionadas nos experimentos
anteriores foram realizados ensaios de otimizagdo das condi¢Ges nutricionais do meio
através de um planejamento experimental (2%) do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR), com um ponto central (nivel zero), dois niveis -1 e +1 e dois pontos
axiais (-2 e +2), totalizando 27 ensaios com 7 dias de incubacdo (MIRANDA et al., 2012).
As varidveis independentes (Tabela 11) analisadas foram extrato de levedura, sulfato de
manganés (MnSQ,), sulfato de cobre (CuSO,) e sulfato de ferro (FeSO,4) e como variaveis
dependentes o percentual de descoloracao do efluente téxtil, atividade enzimatica (Lac, LiP
e MnP) e fitotoxicidade.

Tabela 11. Valores estabelecidos no Planejamento experimental.

Variaveis Niveis das variaveis

independentes

Defini¢do (unid.) -2 -1 0 +1 +2
Extr. de Levedura* 0 0,15 0,25 0,35 0,75
MnSO,* 0 0,06 0,08 0,1 0,5
CuSO,* 0 0,015 0,025 0,035 0,075
FeSO,* 0 0,02 0,03 0,04 0,06

* Gramas por litro



Lira, Diana Duarte de — Biodegradacéo de efluente por fungos 61

Ao final dos sete dias de incubacdo aliquotas foram retiradas para andlise em
espectrofotdbmetro para obtencdo do percentual de descoloracdo do efluente téxtil, para

analises da atividade enzimatica (Lac, LiP e MnP) e para fitotoxicidade.

3.8 TOXICIDADE

Para analisar a toxicidade dos produtos provenientes do biotratamento foram
utilizadas sementes de feijdo Phaseolus vulgaris L de acordo com a metodologia adaptada
de Mendes et al., (2016) e Zubbair et al., (2018). Para este experimento, 5 mL do produto,
filtrados em filtro de seringa 0,22um, de cada um dos 27 ensaios de otimizacdo foram
inoculados em placas de Petri com papel de filtro duplo qualitativo e esterilizados com 10
sementes de feijdo, apds desinfestadas, colocadas equidistantes uma da outra. Também
sendo mantido um controle negativo com agua destilada esterilizada e um controle positivo
com o efluente téxtil livre de células. Experimento realizado em triplicata, incubadas a
25°C por 7 dias no escuro.

Ap0s o periodo de incubacéo foi analisado o indice de germinacdo conforme Tiquia
et al., (1996) através da formula IG = (% Germinagdo da semente) x (% Crescimento da
raiz) + 100. Para obtencdo do percentual de germinacdo da semente foi apliacada a
seguinte formula: %G=(média sementes germinadas/média sementes germinadas do
controle)*100; e para obtencdo do percentual de crescimento médio da raiz foi aplicada a
seguinte férmula: %CMR=(média crescimento da raiz/média de crescimento da raiz do

controle)*100, milimetros.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE TEXTIL

Na tabela 12 apresenta-se os pardmetros fisico-quimicos do efluente da
lavanderia industrial téxtil, que normalmente s&o utilizados como indicadores de poluicdo e
da eficiéncia dos tratamentos utilizados, sdo DBO, DQO, pH, cor, sélidos suspensos totais,
solidos dissolvidos totais, temperatura, fosforo total, nitrogénio organico total, fendis
totais, cromo total (MIRBOLOOKI et al., 2017; RAJASIMMAN et al., 2017; BRINK et
al., 2017; HEMACHANDRA et al., 2016). Os dados obtidos confirmam que o efluente
téxtil em estudo € potencialmente prejudicial se langado em corpos hidricos sem o devido
tratamento, a composicao quimica de efluentes téxteis varia bastante, além de corantes
apresentam substancias quimicas como surfactantes, detergentes, solventes, e materiais
organicos recalcitrantes (LOTITO et al., 2012; LI et al., 2012). Liang et al., (2018)
afirmam que os valores destes indicadores estdo relacionados com substancias como

surfactantes, solventes e detergentes utilizados durante o tingimento dos tecidos.

Tabela 12. Caracterizagdo do efluente em estudo e caracteristicas tipicas de efluente téxteis

Legislagdo
Federal Estadual
CONAMA RJ SP SC PE
Parametros Unidade Art. 18  Art.19  Art.29 Resultados
N Dz- Dec. N Dec. N Dec. N
430/2011 205 0 0 0

8468 14.250 7.269
Temperatura °C <40 - <40 <40 <40 28

5,0 - 5,0 -
pH NA 5,0-9,0 - 9.0 6,0-9,0 9.0 6,5
ggongut|V|dade elétrica a usicm ; } : : ) 2 830
Cor aparente uH 75 . . . . >500
DQO mg O,/L - 200 - - - 1.000
DBO mg O,/L - - 60 % 60 % - 208
Carga Orgénica DBO kgDBO/m3 ’ ’ ’ ’ ’ 0,83

mg

Dureza Total Caco3/L 135,7
Fenois Totais mg/L 0,5 - 0,5 0,2 - 0,09
Nitrogénio Total Kjeldahl mg/L - - - - - 8,2
Solidos Dissolvidos Totais mg/L - - - - - 2.121
So6lidos Suspensos Totais mg/L - - - - - 2.028
Oleos e Graxas Totais mg/L - - - - - 113
Cromo total mg/L Cr - - - - - <0,03
Fosforo total mg/L P - - - - 4,79

NA: N&o se aplica | RJ — Rio de Janeiro | SP — Séo Paulo | SC — Santa Catarina | PE - Pernambuco
(-) Nao citado na Legislacdo | DQO — Demanda Quimica de Oxigénio | DBO - Demanda Bioquimica de
Oxigénio
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Na caracterizacdo do efluente proveniente de industria téxtil de jeans realizada por
Pizato, et al. (2016), apresentaram DBOs de 328 mg.L™ e DQO de 629 mg.L™, valores de
DBO superior e DQO inferior aos encontrados no efluente em estudo, porém ainda
incompativeis com a legislagdo. Os autores, também, relacionam altos niveis de DBO a
presenca de detergentes e outros compostos organicos oriundos da etapa de lavagem do
tecido. Contudo os altos niveis de DQO pode ser devido, além dos produtos da lavagem, a
outros insumos utilizados na etapa de tingimento como corantes que indicam a presenca de
substancias que consomem oxigénio como Fe*?, Mg*? e NH," e altos niveis de cloretos
(FENZL, 1988).

Quanto as taxas de DBO e DQO, nos Estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro é
exigido que as industrias reduzissem as taxas de DBO em 60% (CETESB, 2009, BRASIL,
2006), e no Estado do Parana, a legislagdo exige que as empresas reduzam as taxas de
DBO para 50 mg.L™ e de DQO para 200 mg.L™ (PARANA, 2009). Estes parametros além
de serem considerados indicadores convencionais de poluicdo, ha uma correlacdo com a
toxicidade de efluentes. Ma et al., (2016) detectaram que a toxicidade de &guas residuais
farmacéuticas estavam diretamente relacionada a DQO e as taxas de nitrogénio total e
fosforo total. Raptis et al., (2014) confirmaram que o aumento das concentracdes de DQO
e DBO interfiram na reproducdo Ceriodaphnia dubia e crescimento de
Pseudokirchneriella subcapitata.

Os niveis de pH 6,5 e temperatura 28°C observados no efluente téxtil em estudo
favorecem o crescimento e acdo fingica, e estdo dentro dos padrdes determinados pela
legislacdo federal (Res. CONAMA N° 430/11) e dos Estados Séo Paulo (Art. 18 Dec. N°
8468), Rio de Janeiro (Diretriz DZ-205) e Pernambuco (Art. 29 Dec. N° 7.269), que sdo
pH 5,0 — 9,0 e temperatura <40°C. A legislagdo federal também exige que os niveis de cor
real sejam até de 75mg Pt/L (miligramas de platina por litro) enquanto que o efluente téxtil
analisado foi >500 valor acima do que ¢ permitido para descarte no meio ambiente.

Na varredura do indigo carmim a maxima absorbancia foi encontrada em 610nm e
para o efluente téxtil foi 670nm (Figura 26A e 26B), confirmando que neste efluente ha
outros corantes e outros compostos quimicos além do indigo carmim, assim todos 0s
experimentos a seguir foram analisados na absorbancia observada no efluente téxtil em
670nm.
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Figura 26. Espectro de absorcdo do corante indigo carmim e do efluente téxtil. A - Varredura do indigo
carmim; B - Varredura do efluente téxtil.
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4.2 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS QUANTO A DESCOLORACAO DO
CORANTE INDIGO CARMIM

Das cem cepas testadas foram obtidos os seguintes resultados em relacdo a
descoloracdo do corante (Fig. 27): onze cepas apresentaram percentual de descoloragédo
igual ou superior a 70%. As cepas Aspergillus japonicus (F18) e Fomitopsis cupreorosea
URM 6830 (F79) apresentaram 0s maiores percentuais de descoloracdo de 98,76% e
95,26% respectivamente, as cepas F17 (ndo identificado), Penicillium fellutanun (F04),
Aspergillus foetidus (F16), Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F98),
Aspergillus japonicus (F23) com percentuais de 89,70%, 87,14%, 87,87%, 86,70%,
86,93%, 86,37% respectivamente, e finalmente as Aspergillus fumigatus (F53), Penicillium
sp. (F14) e Scytinostroma duriusculum URM 6974 (F84) com os valores de 78,71%,
76,10% e 71,15%.

Figura 27. Porcentagem de descoloragdo do corante indigo carmim
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Entre as cem cepas testadas, 45 tiveram indices inferiores a 20% e ndo foram
apresentados na figura 27 (F6, 9, 13, 19- 21, 27, 31-33, 36, 37, 40-50, 56, 60-64, 67-72, 74,
75, 81, 90-92, 94, 96, 99 e 100). Destas onze selecionadas, as cepas F04, F14, F16, F17,
F18, F22, F23, F53 e F98 foram isolados de agua mineral e as cepas F79 e F84 foram
isoladas de madeira da Mata Atlantica e estdo depositadas na micoteca URM/UFPE. Os
fungos apresentam excelente potencial para descoloracdo de corantes téxteis, confirmando
relatos de diversas pesquisas (ISIK et al., 2019; BATISTA-GARCIA et al., 2017;
HUANG et al., 2016; OTTONI et al., 2016; CHEN et al., 2015; SILVA et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2014). Bankole et al., (2017) relataram o papel da levedura de Diutina
rugosa na biorremocdo do corante indigo carmim através de processos de biossorcao.
Yang et al., (2016) observaram uma boa atuacdo de 13 cepas fungicas, entre 92 cepas
testadas, isoladas a partir de agua doce quanto a descoloracdo dos corantes sintéticos
vermelho reativo 11, vermelho &cido 73 e azul reativo 74, azul &cido 40, 62,113 e 193.

Rani et al., (2014) observaram que os fungos Phanerochaete chrysosporium e
Aspergillus niger apresentaram melhores percentuais de descoloracdes de corantes fucsina
béasica (81.85%), nigrosina (77.47%), verde malaquita (72.77%) e uma mistura de corantes
(33.08%) sob condicbes de agitacdo, 0 que segundo 0s autores favoreceu para a
descoloracdo dos corantes, entretanto em nosso estudo os fungos foram capazes de
descolorir o corante em condicdo estatica e com a adicdo de apenas extrato de levedura
como fonte nutricional, o que favorece a reducdo de custos. Resultados obtidos por Lu et
al., (2017) relatam que os fungos sdo capazes remediar efluentes que contenham corantes
através de mecanismos como a sorc¢ao e a biodegradacgdo através via enzimaticas. Em seu
trabalho a cepa de Aspergillus niger ZJUBE-1 descoloriu o corante azo vermelho congo
através do mecanismo de sor¢do. Entretanto, Harrache et al. (2019) quando utilizaram o
carvao ativado para tratar altas concentrac@es do indigo carmim a temperatura atingiu 40°C
e 0 pH baixou a 2. Esses valores estdo inadequados para o padrao da legislacéo brasileira e
os resultados obtidos pelas 11 cepas de fungos além de atenderem aos requisitos s&o micro-

organismos encontrados em varios ambientes, podendo ser usados no tratamento biolégico.
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4.3 QUANTIFICACAO ENZIMATICA DO TRATAMENTO DO CORANTE iNDICO
CARMIM

A producdo das enzimas lacase (Lac), manganés peroxidase (MnP) e lignina
peroxidase (LiP) das onze cepas esta apresentado na Figura 28 e da cepa Phanerochaete
chrysosporium URM 6181 como controle positivo, este fungo € reconhecidamente
eficiente em processos de descoloracdo de corantes téxteis (BENGHAZI et al., 2014;
SINGH et al., 2010).

Entre os resultados foi observado as cepas Penicillium fellutanum (F22) e F17(nédo
identificado) e Aspergillus japonicus (F18) e S. duriusculum (F84) apresentaram oS
maiores valores de producdo de MnP 17 UL? 13 UL?, 13 UL e 12 ULY,
respectivamente. Todas a cepas apresentaram producao das enzimas LiP e MnP, e apenas
Scytinostroma duriusculum URM 6974 (F84) e F17 apresentaram producdo da enzima

lacase, estas também foram a Unicas a apresentarem atividade para as trés enzimas.

Figura 28. Atividade das enzimas Lac, LiP e MnP em ensaios com corante indigo carmim em unidades
internacionais por litro (UL™).
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2017). Um dos mecanismos pelo qual os fungos promovem a descoloracdo de corantes
téxteis € a via oxidativa, Phanerochaeta chrysosporium descoloriu o corante indigo
carmim através de processos oxidativos pela enzima manganés peroxidade como relatam
Li et al., (2015b). O mesmo processo se repete nos relatos de Khan & Fulekar (2017) no
qual o fungo Aspergilus bombycis descoloriu o corante vermelho reativo 31 por ac¢do das
enzimas lacase, MnP e fenol oxidase. O fungo Absidia spinosa M15 descoloriu 0 corante
Trifenilmetano Cresol Red sob condicdes de agitacdo e apds 30 dias de incubacéo e
envolvendo a enzima lacase (KRISTANTI et al., 2016). Em nosso trabalho verifica-se que as
cepas testadas foram capazes de descolorir o corante em estudo sob condicGes estaticas e
com até 7 dia de incubacdo, possivelmente devido a atividades destes enzimas oxidativas
Lac, MnP e LiP.

4.4 DESCOLORACAO DO EFLUENTE TEXTIL

As onze cepas apresentadas no subitem 4.3 foram selecionadas para o processo de
descoloracdo do efluente téxtil, por obterem os melhores percentuais de descoloragéo do
indigo carmim, e a cepa Phanerochaete chrysosporium URM 6181 como controle positivo.
Observa-se na figura 29 que a cepa F17(ndo identificado) e a cepa Aspergillus japonicus
(F23) apresentaram percentual de descoloragdo do efluente téxtil no primeiro dia de
incubacdo com 48,75% e 54,44% respectivamente. No sétimo dia, a cepa F17 (NI) chegou
70,10% e a cepa Aspergillus sp. (F23), a 62,39%. A cepa Penicillium foetidus (F04) e a
Aspergillus japonicus (F18) apresentaram um aumento significativo do percentual de
descoloracdo do primeiro dia para o sétimo dia. Ja cepa Penicillium foetidus (FO4) passou
de 9,36% para 76,67% e a cepa Aspergillus japonicus (F18) passou de 4,71% para 70,55%.
Apenas a cepa Aspergillus fumigatus (F98) ficou abaixo de 50% com 48,12% ao final do
experimento. Os fungos utilizados nesse processo foram capazes de descolorir o efluente
téxtil com 7 dias de incubagdo com adigcdo nutricional de apenas 0,02% de extrato de
levedura, diferindo do que é relatado por Miranda et al., (2013) que obtiveram 98% e 93%
de descoloragdo de efluente téxtil utilizando os fungos P. crysosporium URM 6181 e
Curvularia lunata URM 6179, respectivamente, em biorreator apos 10 dias de tratamento e
em meio de cultura com adic¢do de sais. Os fungos estudados no atual trabalho séo capazes
de descolorir rejeitos complexos como o efluente téxtil com recursos limitados e curto

tempo. Pzystas et al., (2015), observaram a descoloracdo dos corantes trifenilmetano verde
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brilhante e diazo azul de Evans, por meio da biotransformacao ou biossor¢éo, pelos fungos
Pleurotus ostreatus (BWPH e MB), Gloeophyllum odoratum ( DCa), RWP17 (Polyporus
picipes) e Fusarium oxysporum (G1) sob condigdes de agitacdo e em meio de cultivo com
adicdo de glicose, sais e extrato de levedura, enquanto que em nossos experimentos foi
introduzido apenas o extrato de levedura (0,02%) e em condigdes estaticas. Chanwala et
al., (2019) observaram que a bactéria Planococcus sp., isolada de efluente téxtil, apds
processo otimizado obteve 55,42% de descoloracdo adicionando-se peptona como fonte de
nitrogénio e 54,76% na concentracdo de 10% do efluente, entretanto nossos experimentos
chegaram a percentuais superiores com apenas 0,02% de extrato de levedura e 100% de
efluente.

O controle (frascos sem indculo) ndo autoclavado apresentou um percentual de
descoloracdo ao final dos sete dias de 80%. Apesar deste percentual pesquisas revelam que
a descoloracdo ndo confirma a eficiéncia do tratamento devido a possivel formacdo de
produtos intermediarios toxicos (LIANG et al., 2018; GERBER et al., 2018), para isto
realizamos testes complementares para avaliar a toxicidade dos produtos resultantes deste

experimento.

Figura 29. Percentuais de descoloragdo do efluente téxtil pelas sepas seleciondas e pelo fungo P.
chrysosporium com 01, 04 e 07 dias de incubag&o.
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4.5 QUANTIFICACAO ENZIMATICA DO EFLUENTE TEXTIL

Neste estudo foram analisadas a producdo das enzimas extracelulares Lac, LiP e
MnP (Figura 30). Fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium e também aos
Basidiomicetos, tém a habilidade de metabolizar corantes téxteis, e consequentemente 0s
efluentes recalcitrantes ao meio ambiente, através da producdo destas enzimas (KUMARI
etal., 2016). As enzimas Lac, LiP e MnP fazem parte do grupo de enzimas que degradam a
lignina, um polimero complexo, elas sdo produzidas por fungos em experimentos para
descolorir os corantes e efluentes proveniente de industrias téxteis, além da descoloracdo
podem levar a detoxificacdo (ZERVA et al., 2016), como é relatado por Ademakinwa et
al., (2016) onde constatou-se que a enzima lacase produzida pelo fungo A. pullulans cepa
NACS foi a responsavel pela biorremediacdo de efluentes téxteis.

No presente trabalho, as cepas Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus
(F53) e Aspergillus fumigatus (F98) apresentaram os melhores valores de producdo da
enzima MnP, 52,64 UL™, 40,83 UL e 30,46 UL™, respectivamente. As cepas Fomitopsis
cupreorosea URM 6830 (F79) e F17 (NI) apresentaram as melhores atividades para
enzima Lac, 16,94 UL" e 11,38 UL'1, respectivamente. A enzima LiP ndo apresentou
atividade expressiva para nenhuma das trés cepas estudadas. As atividade das enzimas
analisadas neste trabalho foram pouco expressivas em relacdo ao que é mostrado em outros
trabalhos onde foram detectadas, como mostra o trabalho de Rezaei et al (2015) que citam
a atividade de lacase para descolorir o corante reativo laranja 7. Entende-se que varios
fatores podem ter influenciado nos niveis de descoloragdo e atividade enzimética de nossos
experimentos que apresentaram bons indices de descoloracdo e baixos niveis de atividades
enzimaticas destas trés enzimas, 0 mesmo ocorreu no trabalho de Lu et al. (2016) onde o
fungo Ganoderma sp. En3 descoloriu altas concentracdes do corante indigo carmim (800,
1000, 2000 mg L™) porém ndo foram detectadas as enzimas LiP e MnP, apenas a enzima
Lac sugerindo que esta participou ativamente do processo de descoloracdo. Em nosso
trabalho, estas enzimas podem ter participado do processo de descoloracdo, porém infere-
se que os fungos estudados neste trabalho tenham realizado o processo por outra via
metabolica, e ndo por via oxidativa, ou seja, pela atividade de outras enzimas como as da
via hidrolitica.

Neoh et al., (2015) testaram o fungo Curvularia clavata NZ2 para descoloracgdo de
corantes e detectaram a produgdo mais expressiva das enzimas xilanase e CMCase e baixa

atividade de lacase e MnP, e auséncia de LiP. Observa-se que ndo necessariamente as trés
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enzimas Lac, LiP e MnP participam juntas do processo de descoloragdo, varios fatores
podem influenciar no processo e nas suas atividades. Segundo Zeng et al., (2015) a
concentracdo do corante € um fator importante no processo de descoloracdo, podendo
inibir o crescimento do fungo e consequentemente a producdo de enzimas. A reducdo ou
inibicdo da descoloragdo também pode estar relacionada a diminuicdo da quantidade de
fungos devido a falta de nutrientes e acimulo de metabdlicos téxicos no meio. No atual
estudo, é possivel que a baixa producdo destas esteja ligado aos altos niveis de carga
organica e DBO como mostrado na caracterizacdo do efluente téxtil analisado.

Portanto as cepas Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F53) e
Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) foram selecionadas para a proxima etapa por
apresentarem 0s percentuais de descoloracdo acima de 60%, com 71,96%, 67,91% e
67,49% respectivamente (Fig. 29) aliados aos melhores picos de atividade enzimatica para
umas das trés enzimas estudadas (Fig. 30) Penicillium fellutanum (F22) e Aspergillus
fumigatus (F53) para MnP, e Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) para Lac. A cepa
Aspergillus fumigatus (F98) apesar de apresentar o terceiro melhor pico para atividade de

MnP obteve um percentual de descoloracéo inferior a 50%.

Figura 30. Atividade enzimética de Lac, LiP e MnP do experimento de descoloragdo do efluente téxtil pelos
fungos investigados.
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4.6 PLANEJAMENTO FATORIAL EXPERIMENTAL DO TIPO DELINEAMENTO
COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL

4.6.1 Analise do processo de descoloracao do efluente téxtil

Diante dos resultados nos experimentos nos subitens anteriores a fim de melhorar
as condicbes para descoloracdo e atividade enzimatica pelos trés fungos selecionados,
foram submetidos ao planejamento experimental DCCR (Fig. 31). Assim apds o periodo de
incubagdo foi observado os seguintes resultados: o ensaio 17 apresentou as melhores
condigdes de tratamento com a cepa Aspergillus fumigatus (F53) chegando a 93,75%
Penicillium fellutanum (F22) com 83,33% e a cepa Fomitopsis cupreorosea URM 6830
(F79) com 77,08%. Este ensaio foi realizado na auséncia de extrato de levedura e nas
condigdes nutricionais do ponto central do planejamento 0,008 g/L de MnSQy,, 0,025¢/L de
CuSO, e 0,03g/L de FeSO,. Também foi observado que o ensaio 18 apresentou 0s mais
baixos indices de descoloracdo com percentuais inferiores a 50% para as trés cepas com as
condicdes nutricionais 0,075¢/L de extrato de levedura, 0,08g/L de MnSQ,, 0,025¢/L de
CuSO4 e 0,03g/L de FeSO4 O selecionado Aspergillus fumigatus (F53) apresentou
percentuais acima de 70% com excecdo apenas do ensaio 18 e para o selecionado
Penicillium fellutanum (F22) apenas os ensaios 8, 14, 16, e 18 ficaram abaixo de 70%.
Para a cepa Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) observa-se que apresentou 0s
menores indices de descoloracdo para varios ensaios, sendo apenas 0s ensaios 7, 8, 9, 10,
11, 13, 17, 21, 23 e 25 com indices igual ou maior a 70%. Novamente, os resultados
confirmam a atuacdo dos fungos investigados, a descoloracdo da maior parte dos ensaios
formam superiores a 60%, com o minimo de custos. Diferente de outras pesquisas, a
degradacdo de corantes (corantes indigo carmim - IC, Ponceau-S- PS e vermelho congo-
VC) presentes em aguas de industrias téxteis foram submetidos a fotodegradacéo por
nanofios de dxido de cadmio, entretanto além deste precisar ser preparado em temperatura
de 400°C, os percentuais de descoloragdo ndo ultrapassaram 60%, sendo 30% para IC,
39% para PS, 57% para VC (Rane et al., 2019). Costa et al., (2018) testaram consorcio
microbiano (bactérias, leveduras e fungos filamentos) para descolorir efluente téxtil, sob
condigdes de agitacdo com adicao de glicose e sulfato de amonio e obteve bons indices de
descoloracdo apenas depois de 30 dias de incubacdo, diferentes de nossos experimentos
nos quais foram obtidos descoloracdo com ate 7 dias em condicGes estaticas. Liu et al.,

(2019) obteve 91,21% de descoloracéo de efluente téxtil utilizando processo eletro-Fenton



Percentual de Descoloragdo

Lira, Diana Duarte de — Biodegradacéo de efluente por fungos 72

em leito fluidizado a temperaturas chegando a 600°C, novamente foi um processo que
reduziu a coloracdo entretanto além de ser uma temperatura superior recomenda para o
ambienta além de poder gerar custos. As condicdes aplicadas no atual trabalho sdo viaveis

em relacdo a condi¢des ambientais e econémicas.

Figura 31. Percentual de descoloracdo do efluente téxtil dos ensaios do planejamento experimental DCCR
pelas cepas Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F53) e Fomitopsis cupreorosea URM 6830
(F79).

mF22
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A fim de comparacdo o ensaio 17 também foi submetido & varredura em
espectrofotémetro (Fig. 32) para obtencdo do espectro de absorcdo UV-Vis na faixa 400-
900. Observou-se a diminuicdo na intensidade do espectro de absor¢do do ensaio 17 em
relacdo ao do efluente téxtil, portanto possivelmente houve metabolizacdo do(s) corante(s)

presentes no efluente inicial levando a descoloragéo.
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Figura 32. ModificacGes no espectro de absorcéo do efluente téxtil inicial e do ensaio 17 da otimizacdo ap6s
tratamento com os fungos.
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4.6.2 Andlise da atividade enzimatica do experimento de Planejamento experimental
DCCR

As enzimas Lac, LiP e MnP promovem a degradacdo de corantes e de misturas
complexas como as aguas residuais de industrias téxteis de forma ecologicamente
sustentavel (Soundharya et al., 2016). No presente estudo a atividade enzimatica destas
fenoloxidases (fig. 33) foram pouco expressivos mesmo para 0s ensaios em que houve uma
excelente descoloracdo como no ensaio 17 para os trés fungos selecionados, nos quais
foram detectadas 0,83 UL™ de Lac e 0,27 UL de LiP para o fungo Penicillium fellutanum
(F22), para a cepa Aspergillus fumigatus (F53) foram 1,06 UL de Lac e 0,20 UL™ de LiP,
e 0 Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) apresentou melhor atividade para Lac com
12,77 UL, porém apenas 0,22 UL™ de LiP, para nenhuma das trés cepas foi detectada a
MnP. Observa-se que a atividade enzimatica para o fungo Penicillium fellutanum (F22)
(Fig. 33A) foi melhor para Lac, os ensaios que foram detectadas atividades acima de 10
UL foram 1, 2, 8 10, 11, 12, 14 e 18, para MnP apenas o ensaio 01, ja para LiP nenhum
ensaio ficou acima de 10 UL™. Aspergillus fumigatus (F53) (Fig. 33b) apresentou
atividades para MnP acima de 10 UL™ para 1, 2, 3, 4, 13, 14, e 15, a Lac apenas nos

ensaios 4, 10, 12 e 18 e para LiP nenhum ensaio ultrapassou as 10 UL™. Fomitopsis
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cupreorosea URM 6830 (F79) (Fig. 33C) ndo apresentou atividade para LiP, para MnP
apenas 0s ensaios 4 e 7 ficaram acima de 10 UL™, e a Lac foi a mais expressiva entre as
trés enzimas sendo apenas os ensaios 8, 13, 19, 21, 22, 23, 24 abaixo das 10 UL™,
chegando a 44 UL™ no ensaio 2 e 38 UL™ no ensaio 16. O percentual de descoloracéo do
efluente de todas as trés cepas analisadas aumentaram independentemente da producéo
enzimatica. E possivel que a baixa atividade destas trés enzimas seja devido a atividade de
outras enzimas como tirosinase, riboflavina redutase, azoreductase como sugere
Govindwar et al., (2014) e protease sugerida por Wanyonyi et al., (2019). Como descrito
acima a baixa atividade destas enzimas em nosso trabalho pode ser explicada pela
atividade de outras enzimas como as hidrolases, outro fator que provavelmente pode ter
influenciado nestes resultados pode ser a baixa concentracdo de fenois, conforme
caracterizacdo, presentes no efluente téxtil estudado nesse trabalho, visto que estas enzimas
pesquisadas (Lac, LiP e MnP) degradam estruturas quimicas fendlicas, na auséncia destas
consequentemente, o fungo nédo teve a necessidade de produzi-las. Outro processo que
pode justificar estes resultados € que um dos mecanismos que os fungos utilizam para
biorremediar poluentes recalcitrantes € por biossorcdo, alguns fungos podem adsorver os
corantes, seguida pela absorcédo e quebra de suas ligacbes quimicas por acdo enzimatica ja
dentro das hifas (VIKRANT et al., 2018; MAHMOUD et al., 2017).

Figura 33. Atividade enzimética das enzimas Lac, LiP e MnP dos ensaios do planejamento experimental
produzidas pelos fungos A - Penicillium fellutanum (F22), B - Aspergillus fumigatus (F53) e C - Fomitopsis
cupreorosea URM 6830 (F79).
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Legenda: Lac: lacase LiP: Lignina peroxidase MnP: manganés peroxidase U/g= Unidades internacionais
por grama de proteina.

4.6.3 Fitotoxicidade

Os corantes e os produtos de suas biotransformacgdes podem apresentar efeitos
genotoxicos e mutagénicos. Os corantes Disperse Red 73, Disperse Red 78, e Disperse Red
167 metabolizados pela bactéria Escherichia coli, por acdo azoreductase, apresentaram
riscos a salde humana e meio ambiente, pois os produtos formados desta metabolizacéo
sdo condenados pela International Agency for Research on Cancer (FRANCO et al., 2018).
Desta forma, a fim de confirmar a eficiéncia do processo foi analisada a toxicidade dos
metabolitos formados a partir do tratamento utilizando os fungos do estudo através de

testes de fitotoxicidade, visto que efluentes téxteis podem apresentar fatores tdxicos como
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a mutagenicidade, conforme explicam Hemachandra & Pathiratne (2016) que analisaram a
citotoxicidade e genotoxicidade de efluentes téxteis de duas industrias utilizando ensaios
do sistema Allium cepa e de ensaio cometa com eritrocitos Oreochromis niloticus, os quais
demostraram potencialmente perigosos destes efluentes. Bioensaios com sementes de
plantas sdo utilizados com sucesso, pois € considerado um teste simple, barato e sensivel a
variados tipos de poluentes e em concentragdes distintas (GERBER et al., 2018; LYU et
al., 2018; PRIAC et al., 2017).

O ensaio 16 apresentou o melhor indice de Germinacgéo (IG) para cepa Penicillium
fellutanum (F22) com 96,55%, seguida do ensaio 17 com 83,39% (Fig. 37), o qual também
apresentou o melhor percentual de descoloragdo do efluente em estudo (Fig. 34). Segundo
Zucconi et al. (1985), um IG entre 50 e 80% € considerado moderadamente tdxico, acima
de 80% considera-se ndo toxico. A cepa Penicillium fellutanum (F22) foi a que apresentou
IG acima de 50%, considerados moderadamente toxicos, em grande parte dos ensaios (2, 3,
6, 9,10, 12, 16, 17, 18, 22, 24, 25, 26, 27), seguida da cepa Aspergillus fumigatus (F53) (2,
3, 4,9, 10, 12, 14, 15, 18, 20, 25). Ja a cepa Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) foi
a que apresentou 0s menores indices de germinacdo, apenas 0s ensaios 4, 5, 20 ficaram na
faixa de moderadamente toxico.

Também foi observado que o controle (sem indculo) apresentou o IG em torno de
10% apenas, considerado toxico. E possivel observar nas andlises de fitotoxicidade dos
ensaios que apesar do efluente téxtil sem indculo e ndo autoclavado obter percentuais de
descoloracdo consideraveis, 0 mesmo apresentou o IG baixo confirmando sua toxicidade
para o nivel tréfico analisado neste estudo, ou seja, mesmos que tenha descolorido o
efluente nédo foi eficiente reduzindo a toxicidade. Segundo Neoh et al., (2015) é necessario
realizar testes de toxicidades dos tratamentos de descoloracdo pois é possivel que haja
producdo de metabolitos que podem aumentar o grau de toxicidade. Assim como mostra o
trabalho de Pizato et al., (2016) que observaram a remocédo de cor de efluente téxtil em
91,2% pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI porém ndo houve detoxificagdo
bioldgica, reducdo de compostos fendlicos e nem DQO. Ceriporia lacerate descoloriu o
vermelho congo em 90% através de absorcao e pela acdo de MnP, com apenas 48 horas
sob condicgdes estaticas e sem tampa ao ar livre, entretanto este tratamento apresentou
parametros fitotoxicos, esta biodegradacgéo originou produtos como naftilamina e benzidina
reconhecidamente carcinogénicos (WANG et al., 2017). Liang et al., (2018) e Gerber et al.,

(2018) confirmam a toxicidade de efluentes téxteis mesmo apds reducdo dos indicadores
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convencionais, fisico-quimicos, possivelmente devido a retengdo de produtos toxicos de
baixo teores.

Estes resultados confirmam a eficiéncia dos nossos ensaios inoculados com 0s
fungos estudados Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F53) e Fomitopsis

cupreorosea URM 6830 (F79) que apresentam bons indices de germinacé&o.

Figura 34. indice de germinag&o das trés cepas testadas no planejamento experimental composto.
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4.6.4 Diagrama de Pareto evidenciando as interacdes das variaveis

E possivel observar nos resultados do planejamento experimental DCCR que, entre
as variaveis analisadas, o extrato de levedura e o FeSO, foram significativos, tiveram
influencia negativa na descoloracdo do efluente téxtil realizada pela cepa Penicillium
fellutanum (F22) (Fig. 35A) e 0 MnSQO, exerceu influencia negativa na atividade da enzima
manganés peroxidase (Fig.35B). Nenhuma destas varidveis influenciou nas atividades das
enzimas lacase e lignina peroxidase e assim como na fitotoxicidade.
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Figura 35. Gréafico de Pareto da cepa Penicillium fellutanum (F22). A — Influencia do extrato de levedura e o
FeSO, na descoloracdo do efluente téxtil; B — Influencia do MnSO, na atividade da enzima manganés
peroxidase. A significancia dos efeitos no nivel de confianca de 95% é representada pela linha de corte em p
=0,05.
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Para a cepa Aspergillus fumigatus (F53) apenas o extrato de levedura afetou de
forma negativa a descoloragdo do efluente (Fig. 36A), o FeSO, influenciou de forma
positiva a atividade da Lac (Fig. 36B). No gréfico de pareto figura 36C é apresentada a
influencia positiva da interacdo entre extrato de levedura e MnSO, nas atividades da
enzima LiP, esta interacdo também influenciou de forma positiva na atividade da MnP
(Fig. 36D), e a interagdo entre CuSO4 e FeSO, afetara de forma negativa no indice de
fitotoxicidade(Fig. 36E).
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Figura 36. Gréafico de Pareto da cepa Aspergillus fumigatus. A — Influencia do extrato de levedura na
descoloracéo do efluente téxtil; B — Influencia do FeSO, na atividade da Lac; C — Influencia da interacéo
entre extrato de levedura e MnSQO, na atividade da atividade LiP; D - Influencia da interacdo entre extrato de
levedura e MnSQO, na atividade da atividade da MnP; E — Influencia da interacdo entre CuSO, e FeSO, no
indice de fitotoxicidade.
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Para a cepa Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79) nenhuma das variaveis
influenciaram no percentual de descoloragdo, enzimas e na fitotoxicidade, apenas a
interacdo entre extrato de levedura e CuSO,4 tiveram efeito negativo na atividade da

manganés peroxidase (Fig. 37).

Figura 37. Grafico de Pareto Fomitopsis cupreorosea URM 6830 (F79). Influencia da interacdo entre extrato
de levedura e CuSO, na atividade da manganés peroxidase.
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No trabalho de Hema et al., (2014) as variaveis analisadas individualmente nédo
influenciaram significativamente na descoloracdo do corante Nitinol Green BLS pelo
fungo Penicillium oxalicum RF3, ja quando analisaram a interacdo entre elas, apresentaram
efeito significativo, entretanto mesmo quando as condi¢des foram otimizadas o percentual
de descoloracdo foi de 64%. Segundo os autores a otimizacdo das condi¢Ges do processo
como fontes de carbono e nitrogénio, melhorou o percentual de descoloracdo. No atual
trabalho sdo observados percentuais de descoloracdo do efluente superiores, chegando a
93% para a cepa Aspergillus Fumigatus (F53), o0 mesmo também apresentou influencia
significativa, e positiva apenas para as variaveis FeSO, e a interagdo entre extrato de
levedura e MnSQO, para atividade enzimatica. Este compostos FeSO4. MnSQ,4, CuSO, sdo
co-fatores das enzimas pesquisadas neste estudo e foram adicionados com intuito de
melhorar a atividade enzimatica, de fato foram significativos para alguns dos ensaios, estes
fons Cu?*, Fe**, Mn?*, entre outros indutores, elevou atividade de lac pelo fungo Pleurotus
ostreatus HAUCC 162 que descoloriu varios tipos de corantes (ZHUO et al., 2017).

Com base nos resultados obtidos no planejamento, as varidveis analisadas neste
trabalho apresentaram efeito significativo negativo ou positivo nos processos fungicos,

Manenti et al., (2010) também relatou influéncia de umas desta variaveis analisadas Fe?*
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na descoloracdo de efluente téxtil simulado. O CuSO, um co-fator para Lac, como é
relatado no trabalho de Santos et al., (2015) foi determinante para a melhorar condicéo
para producao de lacase na descoloracdo do corante Ramazol brilhante azul-R utilizando o
fungo Agaricomicete UFMAL. O Bacillus aryabhattai DC100 descoloriu 0s corantes
Remazol Brilliant Blue R e indigo Carmim sob condicdes otimizadas, o percentual de
descoloracéo foi elevado sob as condicOes de agitagédo, temperatura acima de 30°C e pH
basico (PAZ et al., 2017). Enquanto que os experimentos no atual trabalho, os fungos
investigados mostraram-se capazes de descolorir um efluente téxtil extremante complexo,
nas condi¢Bes experimentais com adicdo de um minimo de nutrientes, sem agitacéo e a
temperatura média ambiental. Reafirmando que estes fungos investigados tém a habilidade
de descolorir efluentes com minimo de custos, uma questdo que muitas empresas do ramo
téxtil visam, visto que pode tornar o tratamento viavel, em termos de recursos financeiros e
ambientalmente amigaveis. Mahmoud et al., (2017) relataram que a descoloracéo o corante
azo vermelho direto méaxima realizada pelo fungo Aspergillus niger por biossorcéo chegou
a 58,6% apds 7 dias de incubacdo sob agitacdo, os autores afirmam por meio de anélises
estatisticas que a velocidade de agitacdo e concentracdo do corante tiveram efeito negativo
na remocdao do corante.

O planejamento experimental realizado mostrou-se necessario para melhorar o
processo de descoloracdo do efluente téxtil pelos fungos estudados como é mostrado em
outras pesquisas que buscaram melhorias nos seus processos. Atraves das analises
estatisticas foi possivel observar que as variaveis, isoladas e combinadas, tiveram efeito na
descoloracdo do efluente (fig. 34), mas precisam de ajustes para que possam exercer
influéncia significativamente positiva no processo. Os resultados inferem que com o0s
fungos Penicillium fellutanum (F22), Aspergillus fumigatus (F53) e Fomitopsis
cupreorosea URM 6830 (F79) estudados neste trabalho a reducdo dos nutrientes
analisados favorece a descoloracdo do efluente téxtil de forma eficiente e ainda podem

levar a sua detoxificagéo.
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5 CONCLUSOES

- O estudo das enzimas fenoloxidades, diferente de outros que nos quais foram
detectadas as enzimas Lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase, mostra que
os fungos estudados utilizaram outra via metabdlica para descolorir o corante indigo
carmim e o efluente téxtil analisado, portanto é preciso realizar mais estudos para
avaliar qual via metabolica estes fungos utilizaram para descolorir eficientemente o
efluente.

- Os organismos presentes no efluente téxtil e os fatores abidticos foram capazes de
descolorir o mesmo, entretanto ndo houve reducdo da toxicidade do efluente téxtil
anaclisado. Quando o mesmo efluente téxtil foi inoculado com os fungos estudados
neste trabalho além da reducéo da descoloragdo reduziram a toxicidade.

- As variaveis analisadas no planejamento fatorial do tipo delineamento Compostas
Central Rotacional ndo apresentaram influencia no processo de descoloracdo do
efluente téxtil. Os fungos Penicilllium fellutanum, Aspergillus fumigatus e Fomitopsis
cupreorosea URM 6830 sdo capazes de descolorir e detoxificar corante indigo carmim
e efluente téxtil analisado proveniente de lavanderia industrial de jeans.

- A descoloragdo pelos fungos Penicilllium fellutanum, Aspergillus fumigatus e
Fomitopsis cupreorosea URM 6830 tornou-se um método de baixo custo que dispensa

0 uso de fontes de nitrogénio e carbono.
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Textile effluents are extremely complex and can cause imbalance to the
environment, to minimize contamination, physical, chemical and biological
techniques are used. Bioremediation by fungi is a technology that has
demonstrated great efficiency in the treatment of these effluents. For the assay,
discoloration tests of the indigo carmine dye with 20 strains were carried out, and
the textile effluent with the lines selected in the previous step and determination of
laccase enzymes (Lac), lignin peroxidase (LiP) and manganese peroxidase (MnP).
The strains Penicillium sp. (F14), Aspergillus sp. (F16), Unidentified (F17),
Aspergillus sp. (F19), Aspergillus sp. (F20) presented discoloration percentages for
the indigo carmine dye 76.27%, 87.82%, 89.73%, 86.50% and 86.72%,
respectively. And enzymatic activity in units (U) per gram of protein: 0.12 U / LiP,
0.08 U / MnP for F14; 0.12 U / LiP, 0.08 U / MnP for F16; 0.01 U / Lac, 0.14 U /
Lac, 0.21 U / MnP for F17; 0.08 U / LiP, 0.14 U / MnP for F19; 0.08 U / LiP and
0.1 U / MnP for F20. Regarding the textile effluents discoloration were 56.52%,


mailto:dianalucindo@gmail.com

Lira, Diana Duarte de — Biodegradacéo de efluente por fungos 104

69.02%, 75.91%, 62.39% and 47.49%, respectively. The enzymatic activities
presented in Unit (U) per gram of protein, respectively: 0.03 U / Lac, 0.04 U / LiP;
0.05 U/ LiP and 0.03 U / MnP; 0.22 U / Lac, 0.05 U / LiP; 0.06 U / Lac and 0.05
U/ LiP; 0.02 U/ Lac, 0.03 U/ LiP and 0.42 U / MnP. The fungal strains analyzed
were able to discolor the indigo carmine dye and also the textile effluent analyzed
efficiently.

Keywords: Textile effluents; Aspergillus; Penicillium; indigo carmine

1. Introduction

The textile industry uses different types of dyes in the process of dyeing fabrics in
addition to consuming high volumes of water, in industrial laundries to remove stains that
did not bind to the fibers and other substances used throughout the process, and the jeans
industry, some of the largest producers in the textile sector generates complex effluents
containing several dyes with an emphasis on indigo type. These effluents may present
toxicity due to the presence of recalcitrant compounds, such as acids, alkaline compounds
and soluble solids, which are difficult to break down and, if discarded without proper
treatment, may present mutagenic and carcinogenic effects [1-8].

Accordingly, a number of studies have been carried out to identify technologies for
removal and efficient treatments, among them, bioremediation by microorganisms is able
to promote the degradation and discoloration of textile dyes efficiently [9,10,11]. The
objective of this work was to determine the discoloration potential of indigo carmine dye

and industrial laundry effluent from fungus from mineral water.

2. Material and methods

A selection of 20 strains isolated from mineral water and maintained on sabouraud
agar medium at 4 °C, as well as the ability to discolor the indigo carmine stain present in
textile effluents, the activities of lacase (Lac) enzymes and lignin peroxidase (LiP)
according to the methodology of Buswell et al. (1995) [12] and manganese peroxidase
(MnP) according to Kuwahara et al. (1984) [13], in order to analyze the route of
discoloration used by strains that obtained the best percentages of dye discoloration. Three
agar blocks from each fungus were inoculated into Erlenmeyer flasks (250 mL) containing

50 mL of medium consisting of 49.5 milliliters of distilled water, 0.02% yeast extract and
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500 pl of indigo carmine dye (50 mg/L) [14]. The lines that obtained the best percentages
of discoloration were selected to be evaluated for their potential to discolor industrial
laundry effluent. Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 50 mL of textile effluent and
0.02% of yeast extract were also inoculated, and percentages of discoloration and
enzymatic activities of Lac, LiP and MnP were also performed. All experiments were
incubated for seven days at 30 ° C, all experiments were performed in triplicate and in

static condition.

3. Results and discussion

3.1 Discoloration of indigo carmine and enzymatic determination

Among the twenty (20) strains tested, only Penicillium sp. (F14),
Aspergillus sp. (F16), F17 (Unidentified), Aspergillus sp. (F19), Aspergillus sp. (F20)
showed the percentage of discoloration above 70% for indigo carmine (Graf. 01) 76.27%,
87.82%, 89.73%, 86.50% and 86.72%, respectively. These strains showed potential for
discoloration of the textile dyes, as shown in the work by Lu et al., (2017) [15], where
Aspergillus niger strain ZJUBE-1 was able to discolor Congo azo dye. Yang et al., (2016)
[16] also obtained satisfactory results for 13 fungal strains from 92 strains isolated from
fresh water for discoloration of synthetic red dyes reactive 11, acid red 73 and reactive blue
74, acid blue 40, 62,113, 193.

As for the enzymatic activity (Graph. 02), the following values were
obtained in units (U) per gram of protein: 0.12 U / LiP, 0.08 U / MnP for F14; 0.12 U /
LiP, 0.08 U/ MnP for F16; 0.01 U / Lac, 0.14 U / LiP, 0.21 U / MnP for F17; 0.08 U / LiP,
0.14 U / MnP for F19; 0.08 U / LiP and 0.1 U / MnP for F20. It is possible to observe that
these enzymes influenced the process of discoloration, similar works also analyzed these
three enzymes in the treatment of dyes as described by Manai et al., (2016) [17] who
highlighted the use of these enzymes by the fungus Chaetomium globosum IMAL in
biodegradation and discoloration of the indigo dye present in textile effluent. Saroj et al.,
(2014) [18] observed the production of lignolytic enzymes laccases, manganese and lignin
peroxidases by three strains SAR-3, SAR-6 and SAB-3, isolated from textile effluent and
with the potential to discolor azo dyes. The results suggest that there are other metabolic
pathways used by these fungi to discolor the dye under study.
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Graphic 01. Percentage of discoloration of the indigo carmine dye with the twenty fungal lineages.
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Graphic 02. Enzymatic activity of the selected strains with the indigo carmine dye.

3.2 Discoloration of textile effluent

The five selected strains, F17 (Unidentified), Aspergillus sp. (F16), Aspergillus sp.

(F19), Penicillium sp. (F14) and Aspergillus sp. (F20) were submitted to the discoloration

test of the textile effluent and obtained the following percentage of discoloration (Graf.
03): 75.91%, 69.02%, 62.39%, 56.52% and 47.49% respectively. These fungi also showed
potential in discoloring textile effluent, a complex mixture of dyes and chemicals. Several

other studies have also shown fungal lineages in effluent discoloration processes as

reported by Xin et al., (2010) [19], when using the fungus Penicillium oxalicum and

Przystas et al., (2015) [20] that used the fungi Pleurotus ostreatus, Gloeophyllum

odoratum, RWP17 (Polyporus picipes) and Fusarium oxysporum to discolor a mixture of
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bright green (triphenylmethane) and blue evan (azo) textile dyes confirming the potential
of fungi in the treatment of textile effluents.

In the research of the metabolic pathway that these fungi used for the efficiency in the
discoloration of this effluent analyzed under the same conditions of the indigo carmine dye
assays the same enzymes were determined. In this way, the following results were obtained
(Graph. 04) in Units (U) per gram of protein: 0.22 U / Lc, 0.05 U / LiP for lineage F17;
0.05 U/ LiP and 0.03 U / MnP for the Aspergillus sp. strain (F16); 0.06 U / Lac and 0.05 U
/ LiP for the Aspergillus sp. strain (F19); 0.03 U / Lac, 0.04 U / LiP for the strain
Penicillium sp. (F14); 0.02 U / Lac, 0.03 U / LiP and 0.42 U / MnP for the Aspergillus sp.
(F19). It is possible to verify again that these enzymes participated in the process, as shown
in other works [21; 22] in which these lignolytic enzymes were detected, and also by
Ademakinwa et al., (2016) [23] who report the participation of laccase enzyme in the
bioremediation of textile effluent by strain Aureobasidium pullulans NACS. In our study,
due to the low levels of production of these enzymes, however, good percentage of
discoloration of the analyzed effluent suggests that there are other enzymes acting in the

discoloration process.
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4. Conclusion

The fungal lines analyzed were able to discolor the indigo carmine dye and the textile
effluent. However, in relation to the production of the enzymes phenoloxidases analyzed in
this work it is possible to infer that the enzymatic activity occurred by another route.
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APENDICE B - HIDROLASES DE INTERESSE INDUSTRIAL EXCRETADA POR
PENICILLIUM SP. ISOLADO DE AGUA POTAVEL

ASOCIACION LATINOAMERICANA DE MICOLOGIA (PERU 2017)
IX CONGRESO LATINOAMERICANO DE MICOLOGIA 2017

Diana D. Lira™!, Augusto F.S. Rosa'?, Hugo M. Galindo™?, lasmim L. Silva®*, Emanuella
M. Conceicdo®°, Leonor A.O. Silva®®, Norma B. Gusmao™’.

Programa de Pés-graduacio em Biologia de Fungos, Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Recife, Pernambuco, Brasil. 2Departamento de
Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Biociéncias, Recife,
Pernambuco, Brasil. *Programa de Pés-graduagéo em Ciéncias Biolégicas, Universidade

Federal de Pernambuco, Centro de Biociéncias, Recife, Pernambuco, Brasil.

Correos electrénicos: *dianalucindo@gmail.com; “augustofsrosa@gmail.com;
*hugo.galindo21@gmail.com; *iasmim.lusi@gmail.com; *solano.emanuella@gmail.com;

®laodIs@yahoo.com.br; "normagusmao@gmail.com.

As enzimas hidroliticas sdo aplicadas em varios ramos industriais como alimentos,
detergentes, téxteis, entre outras aplicacGes. As de origem microbiana sdo aplicadas em
processos biotecnoldgicos por apresentarem bom rendimento na producdo, ser de facil
manipulacgéo e cultivo. Diante disso, diversos trabalhos que envolvem o estudo e producao
destas enzimas tém demonstrado o potencial de fungos quanto sua capacidade de producao
de hidrolases de interesse industrial, aliados a baixos custos e producdo em grande escala,
portanto a busca por novas cepas fungicas capazes de produzi-las é de grande interesse
biotecnologico. Portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar o potencial do fungo
Penicillium sp. isolado de agua potavel quanto a producdo das enzimas
Carboximetilcelulase (CMC), xilanase, amilase, pectinase. Realizou-se a suspensdo de
esporos 10” esporos/mL a qual foi inoculada em meio liquido mineral contendo uma
solucgéo de traco de sais (NaNOs, K;HPO,4, MgSO,4 7H,0, KCI, FeS0O,4.7H,0) acrescido de

suas respectivas fontes de carbono (celulase, xilano, amido, e pectina citrica),
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separadamente. Foram incubados em condicdo estatica a 30°C por periodo de 96h. A
atividade enzimatica foi determinada através da quantificacdo de agucares redutores, € a
dosagem de proteina pelo método de Bradford onde uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar um pmol de grupos redutores (glicose-
CMC, xilose- xilanase, maltose-amilase, &cido-D-galacturénico-pectinase) por min. A
atividade enzimética especifica foi determinada em pmol minuto™ mg de proteina™ (U/mg
de proteina). O isolado Penicillium sp. apresentou producdo de 6,5 U/mL e 143 U/mg de
proteina para CMCase, 1,7 U/mL e 36,6 U/mg de proteina para xilanase, 1,6 U/mL e 24
U/mg de proteina para amilase e 0,1 U/mL e 2,2 U/mg de proteina para pectinase. Os
resultados confirmam o potencial do fungo Penicillium sp. isolado de agua na producao
principalmente de celulases, seguida por xilanase e amilase, revelando ser uma linhagem

promissora para 0 emprego biotecnolégico.

Palabras clave: Fungo, CMCase, Xilanase, Amilase, Pectinase.
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APENDICE C - POTENCIAL DE FUNGOS NA DESCOLORIR INDIGO CARMIM
E EFLUENTES TEXTEIS

ASOCIACION LATINOAMERICANA DE MICOLOGIA (PERU 2017)
IX CONGRESO LATINOAMERICANO DE MICOLOGIA 2017
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Os corantes presentes em efluentes provenientes de lavanderias industriais téxteis podem
causar enormes perturbagdes a ecossistemas de corpos hidricos quando lancados nestes
sem o devido tratamento. A biorremediacdo por fungos filamentosos tém sido eficientes
em descolorir corantes e efluentes téxteis. Assim, indculos das linhagens flngicas
Penicillium sp.(PF04), Aspergillus sp.(AF18), e Aspergillus sp.(AF23) em frascos
Erlenmeyers (250 mL) contendo 49,5 mL de &gua destilada, 0,02% de extrato de levedura,
500 pL de corante indigo carmim (CIC) 50 mg/L, e incubadas por sete dias a 30°C. Os
mesmos micro-organismos também foram testados para tratamento de efluente téxtil(ET)
proveniente de lavanderia industrial de jeans nas condi¢des: meio de cultivo liquido
constituido de 50 mL de efluente téxtil(ET) ndo autoclavado, 0,02% de extrato de levedura
e 0 indculo. Apos o periodo de incubagédo, os liquidos metabolitos foram analisados em
espectrofotbmetro através de reducbes de absorbéncia para obtencdo do percentual de
descoloracdo. Também foram analisados as atividades das fenoloxidades lacase (Lac),
manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP). Os resultados obtidos dos ensaios
com o CIC foram 87,51% de descoloracdo, 8,19U/MnP, 6,09U/LiP e 0,08U/Lac para a
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linhagem PF04; 98,78% de descoloracdo, 13,24U/MnP e 5,73 U/LIiP para a linhagem
AF18; 86,50% de descoloracdo, 8,1 U/MnP, 4,65 U/LIiP para a linhagem AF23. Para o
tratamento com ET foram obtidos: 76,67% de descoloracéo, 9,92U/MnP e 3,58U/LiP para
PF04; 70,55% de descoloracdo, 0,09U/Lac e 3,22U/LiP para AF18; 62,39% de
descoloracéo, 3,42U/Lac e 2,86/LiP para AF23. Néao foi detectada a atividade de lacase
pela cepa PFO4 e MnP pelas cepas AF18 e AF23. Observa-se que as cepas foram capazes
de descolorir corante indigo carmim e o efluente téxtil, e que as enzimas fenoloxidases
podem ter participado deste processo metabolizando compostos presentes em ambos.
Concluimos que estes fungos sdo promissores para descoloracdo de corantes e efluentes

téxteis.

Palabras clave: Aspergillus, Penicillium, descoloragéo, corante, agua residuais
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APENDICE D - APLICACAO DE FOMITOPSIS CUPREOROSEA URM 6830 NO
BIOTRATAMENTO DE EFLUENTE TEXTIL
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Efluentes provenientes de lavanderias industriais téxteis apresentam um potencial poluidor

de ecossistemas aquaticos. Estes além de modificarem a coloragdo das aguas, prejudicam
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0s processos fotossintéticos e causam nos organismos efeitos carcinogénicas e
mutagénicas. O tratamento por fungos séo eficientes na remogéo da cor destes efluentes,
visto que sdo produtores de enzimas capazes mineralizar corantes presentes em efluentes.
O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor condicdo nutricional para biotratamento
de efluente téxtil, pelo fungo Fomitopsis cupreorosea URM 6830. Desta forma, o
experimento foi realizado em duas etapas, a primeira com as seguintes condi¢des: frascos
Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL de efluente téxtil + 0,02% de extrato de levedura +
trés blocos de gelose de F. cupreorosea URM 6830 (meio agar sabouraud, 30°C, 7 dias de
crescimento ); a segunda, apds o primeiro ensaio ao efluente téxtil foi adicionado 0,35 g/L
de extrato de levedura; 0,06 g/L de MnSQy; 0,015¢/L de CuSOy; 0,04 g/L de FeSO4e 1,0
g/L de KH,PO,4 + trés blocos de gelose de F. cupreorosea URM 6830 (meio agar
sabouraud, 30°C, 7 dias de crescimento). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e incubados por sete dias a 30°C em condig¢Oes estacionarias. Ao final do
processo foram analisados as atividades dos complexos enziméticos lacases (Lac), lignina
peroxidases (LiP) e manganés peroxidases (MnP) e os percentuais de descoloracdo do
efluente através de reducdes de absorbancias espectrofotométricas. Na primeira condicdo
do tratamento obtivemos 150,88 UL™ de Lac; 3,58 UL™ de LiP e 0,86 UL™ de MnP e um
percentual de descoloracdo de 67,49%. Na segunda condicdo, os resultados mostram
aumento da producdo lacase com 417,47 UL™, mas uma diminuico de lignina peroxidase
para 0,11 UL™, ndo foi detectada atividade de MnP e um percentual de descoloragdo de
86,38%. Diante dos resultados pode-se afirmar que a adicdo de nutrientes ao meio de
cultivo aumentou 170% a producdo da enzima lacase consequentemente a descoloracdo do
efluente téxtil. Esta enzima apresenta grande potencial para tratamento de corantes e
efluentes téxteis. Concluimos que Fomitopsis cupreorosea € promissor para descoloracédo

de efluentes téxteis.



