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RESUMO

Os efluentes téxteis sao considerados um dos mais poluentes do setor industrial e
estudos relacionados aos métodos biolégicos de tratamento de efluentes téxteis tém
utilizado micro-organismos, principalmente os fungos, nesse processo. Pesquisas
recentes tém comprovado a eficiéncia de espécies de Trichoderma em produzir
enzimas oxidativas, que tem aplicacdes na descoloracéo de corantes industriais e na
degradacdo de poluentes organicos. O presente estudo objetivou reidentificar
espécimes de Trichoderma da Micoteca URM, e selecionar isolados produtores de
enzimas oxidativas, para biorremediacdo de efluentes téxteis. Para os estudos
taxondmicos, foram realizadas as andlises molecular (regido ITS1-5.8S-ITS2 e gene
tefl do rDNA) e morfofisiolégica (crescimento, tipos de conidios e fialides, presenca
de clamidosporo, etc.) de isolados de Trichoderma preservados na Micoteca URM.
Nos estudos biotecnologicos, foram realizadas as analises de 50 isolados de
Trichoderma quanto & descoloracéo do corante téxtil indigo Carmine e do efluente
téxtil (coletado em uma lavanderia de jeans em Toritama - PE), e para producao de
enzimas oxidativas. Em seguida, dois isolados foram selecionados para avaliar as
melhores condicdes de descoloracdo do efluente téxtil. Por meio do estudo
taxondémico foi possivel identificar isolados de 11 espécies do género Trichoderma.
Nos estudos biotecnoldgicos, Trichoderma atroviride (URM 6625, 3735 e 3270)
apresentaram percentual de descoloracéo do indigo Carmine de 93,57%, 94,61% e
96,86%, respectivamente. As melhores atividades oxidativas foram de Trichoderma
virens URM 4996 para lacase (15,7 U.L), Trichoderma atroviride URM 3735 para
lignina peroxidase (1307 U.L!) e Trichoderma erinaceum URM 3881 para manganés
peroxidase (875,3 U.L1). Entre os fungos testados para o tratamento de efluentes
téxteis, T. atroviride URM 4950 foi o melhor isolado, apresentando resultados
satisfatorios com a adicdo de extrato de levedura e com efluente téxtil puro, com
70,64% e 75,30% de descoloracdo, respectivamente. Apos a conclusdo do
delineamento experimental, verificou-se que, entre 0s 26 experimentos, apenas trés
apresentaram acima de 70% de descoloragéo no final do oitavo dia de experimento,
concluindo que as melhores condi¢cdes para atingir o nivel maximo de descoloracao
do efluente téxtil pelos isolados testados foram, as temperaturas 25°C e 35°C,
concentracdo do extrato de levedura 0,5 g.L* e o pH 7. Ferramentas moleculares e

morfofisioldgicas sdo importantes para a diferenciacao das espécies de Trichoderma.



E os isolados T. atroviride URM 3735 e URM 4950 sdo indicadas para estudos
relacionados a biorremediacdo de ambientes contaminados com efluentes téxteis e

no tratamento destes efluentes em lavanderias téxteis.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Descoloracdo de efluentes téxteis. Lacase.
Lignina Peroxidase. Manganés Peroxidase.



ABSTRACT

Textile effluents are considered the most polluting in the industrial sector. Studies
related to biological methods of treatment of textile effluents have used micro-
organisms, mainly fungi, in this process. Recent research has proven efficiency of
Trichoderma species in producing oxidative enzymes, which has applications in
decolorization of industrial dyes and degradation of organic pollutants. Present study
aimed to reidentify specimens of Trichoderma from the Micoteca URM, and to select
isolates producing oxidative enzymes, for bioremediation of textile effluents. For
taxonomic studies, the molecular analyzes (ITS1-5.8S-ITS2 region and tefl gene of
rDNA) and morphophysiological (growth, conidia and phalid types, presence of
chlamydospore, etc.) were realized on Trichoderma strains preserved in Micoteca
URM. In the biotechnological studies, 50 strains of Trichoderma were analyzed for
decolorization of the Indigo Carmine textile dye and textile effluent (collected in a jeans
laundry in Toritama - PE), and for production of oxidative enzymes. Then, two strains
were selected to evaluate the best decolorization conditions of textile effluent. By
means of taxonomic study was possible identify strains of 11 species of Trichoderma
genus. In biotechnological studies, Trichoderma atroviride (URM 6625, 3735 and
3270) showed a decolorization percentage of Indigo Carmine of 93.57%, 94.61% and
96.86%, respectively. The best oxidative activities were Trichoderma virens URM 4996
for laccase (15.7 UL-1), Trichoderma atroviride URM 3735 for lignin peroxidase (1307
UL-1) and Trichoderma erinaceum URM 3881 for manganese peroxidase (875.3 UL-
1). Among fungi tested for treatment of textile effluents, T. atroviride URM 4950 was
the best strain, presenting satisfactory results in addition of yeast extract and with pure
textile effluent, with 70.64% and 75.30% decolorization, respectively. After completion
of experimental design, it was found that among 26 experiments, only three had above
70% decolorization at the end of eighth experiment day. Was concluded that the best
conditions to reach maximum decolorization level of the textile effluent by strains were
25°C and 35°C, yeast extract concentration 0.5g.L-1 and pH 7. Molecular and
morphophysiological tools are important for differentiation of species of Trichoderma
and strains T. atroviride URM 3735 and URM 4950 are indicated for studies related to
bioremediation of environments contaminated with textile effluents and in the treatment

of these effluents in textile laundries.



Key-words: Filamentous fungi. Decolorization of textile effluents. Laccase. Lignin
peroxidase. Manganese peroxidase.



Figural -

Quadro 1 -

Figura2 -

Figura3 -

Figurad4 -

Figura5 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Representacdo esquematica do efeito do efluente téxtil para o

AN D N e

Distribuicao filogenética de espécies de Trichoderma em sec¢bes
€ CladOS e e

Caracteristicas macroscoépicas e microscépica de Trichoderma
sp. A = Culturaem BDA ap6s 96h; B — Conidiéforo com fidlides e

(o701 110 [T0 1= TAuTuUTT TP URRTRRN

Dendrograma utilizando a andlise de agrupamento hierarquico
(ligacdo média entre grupos) de parentesco entre os isolados de
Trichoderma  com base nos dados da anélise

MOIFOIOGICA. ...

Espécies de Trichoderma utilizadas neste estudo. A-E Estruturas
microscopicas. A- T. asperellum URM 3343; B- T.asperelloides
URM 3086; C- T. atroviride URM 3601; D- T. ghanense URM 3732;
E- T. longibrachiatum URM 5158; F- T. virens URM 4466. G-P
Culturas em BDA (30, 35 e 40°C) e SNA (35°C). G e J -URM 3343
em BDA a 30°C e SNA 35°C apés 96h; H e K - URM 3086 em BDA
a 30°C e SNA 35°C apo6s 96h; | e L - URM 3601 e URM 4466 em
BDA a 30°C ap6s 96h; M e N - URM 3732 e URM 5158 em BDA a
35°C ap6s 96h; O e P-URM 3732 e URM 5158 em BDA a 40°C apos

Reconstrucédo filogenética das sequencias obtidas de linhagens
de Trichoderma da Micoteca URM a partir do alinhamento de
nucleotideos relativos a combinacéo dos fragmentos ITS | + 5.8S
+ ITSII (rDNA). Hyphomyces subiculosus foi o grupo
externo.Valores de bootstrap (em %) foram gerados a partir do
meétodo de Maxima Verossimilhanca e do método de Maxima

Parcimbnia com as distancias de Kimura 2-parametros (1000

19

27

29

50

51

55



Figura6 -

Figura7 -

Figura8 -

Figura9 -

bootstraps), respectivamente. Somente valores acima de 50%
séo

APrESENTAUOS. ... i a e ————

Reconstrucédo filogenética de linhagens de Trichoderma da
Micoteca URM a partir do alinhamento de nucleotideos relativos
a combinacdo dos fragmentos tefl. foi o grupo externo.Valores
de bootstrap (em %) foram gerados a partir do método de Maxima
Verossimilhanca e do método de Maxima Parcimbnia com as
distancias de Kimura 2-parametros (1000 bootstraps),
respectivamente. Somente valores acima de 50% séo

APrESENTAUOS. ..ot ———-

Descoloracéo (%) do efluente téxtil de lavanderias de jeans por

espécies de Trichoderma da Micoteca

Diagrama de Pareto no processo de descoloracdo do efluente
téxtil pelo fungo Trichoderma atroviride URM 4950; (1)
temperatura, (2) Concentracédo de extrato de levedura e (3) pH;
MS Pure
Brror=,00806401.......ccooiuiiiiiiie e

Figura 13 — Diagrama de Pareto no processo de descoloracao do
efluente téxtil pelo fungo Trichoderma atroviride URM 3735; MS
Pure Brror =,0081218.......cocuiiiiiiiieie et e

56

61

63



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Andlise fisico-quimica do efluente téxtil coletado em uma

Indastria de beneficiamento de jeans em Toritama - PE,

Niveis e variaveis independentes que foram escolhidas para o

estudo de melhores condi¢cdes de descoloracdo do efluente

Caracteres morfofisiolégicos utilizados para a reviséo
taxonbmica de espécimes de Trichoderma depositadas na
MICOTECA URM...iiiiiiiiiiiiiiie ettt

Re-identificagao de linhagens de Trichoderma da Micoteca URM
apoés caracterizacao morfofisiolégica e

O ECUI AN e e e

Percentual de descoloracdo (D%) do corante téxtil indigo

Carmine por espécies de Trichoderma da Micoteca

Producdo de enzimas oxidativas (U.L') por espécies de

Trichoderma da Micoteca

Delineamento experimental e de resposta para descoloracao do
efluente téxtil por Trichoderma atroviride URM 4950 e URM

43

46

47

53

58

59



SUMARIO

L INTRODUGAO . ... ..ottt ettt ettt st se e s etesreeseeste e 16
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA......ooiiiiiiiieeieisieieieie e 18
2.1 EFLUENTES TEXTEIS....oe ettt et 18
2.1.1 Tratamento de efluentes tEXLEIS.........coiiiiiiiiiiiiiiri e 19
2.1.2 Potencial de Trichoderma sp. no tratamento de efluentes téxteis.......... 24
2.2 O GENERO TRICHODERMA ..ot 25
2.2.1 Nomenclatura do género Hypocrea/Trichoderma.......ccccccceeeeeeneiniinicccnnnns 25
2.2.2 HiStOria taXxOnNOmMICaA.......coeiciiiiiiiiiee ettt e e e e e e e aeeeeeeeees 25
2.2.3 CaraCteriStiCAS GEIAIS.....uuuuurriiiiiiiiiiiaeeeeee e st er e e e e e e e e e e e e s s s s s e eas 28
2.2.4 IMPOrtancia do gENEIO......cccceiiieieeeeeeeee et 30
2.3 IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE TRICHODERMA........cccovoveieieeieieeeaen, 31
2.3.1 Caracterizag80 morfofiSiolOQiCa......eeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
2.3.2 Caracterizacao MOIECUIAr...........uuuii i 32
2.4 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE TRICHODERMA.......c.ocovveeieeeeeeeenn 33
2.4.1 Producéo de enzimas por TrichOderma.........cccueeeeeeeiieiiiieiiiis 35
2.4.1.1 ENZIMAS OXIOALVAS. .. .uuiiiieeeeeeeeieeiieeeeeeeeeie s e s e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnn e 36
2.4.1.1.1 Lignina PErOXIAASE. .....cceeeeeeiririiiieeiie e e e e e e e e e e e e et e e e e e e aaeeeaes 36
2.4.1.1.2 Manganés PEIrOXIAASE. .......ccccuuuiiiiiiieiiiiie ettt e e e e 37
At N A - U= 1 = PRSPPI 38
3MATERIAL E METODOS.......oioeeeeeeee ettt 41
3.1 MICRO-ORGANISMOS E CONDIQ@ES DE CULTIVO....ccoiiiviiieeieeee e, 41
3.2 ANALISE MORFOFISIOLOGICA.........ooiiiiieieisicieiiiie et 41
3.2.1 Andlise dos dados fenotiPICOS.......ccoooiiiiiiiiiecce e 41
3.3 ANALISE MOLECULAR. ... .ottt et een s 42
3.3.1 Extracdo do DNA e amplificacdo daregido ITS1-5,8S-ITS2 e do gene tefl
................................................................................................................................ 42
3.3.2 Alinhamento das sequéncias e andlises filogenéticas........................... 42
3.4 EFLUENTE TEXTIL E CORANTE .....ociieieeeete et ettt 43
3.5 ENSAIO DE DESCOLORACAO DO CORANTE TEXTIL..cc.coveveeveeeveeeeve e, 43
3.5.1 Avaliacéo da descoloragao do corante textil..........cccccvviiiiiiiiiiiiinnnnen. 44

3.6 ATIVIDADE DE ENZIMAS OXIDATIVAS EM MEIO LIQUIDO.............cco...... 44



3.6.1 ENSAI0S ENZIMALICOS . ..cciiiiieeieiieiieiiiiie ettt ettt e e e e e e e e e e e eeeeeee ereees 44
3.7 BIOTRATAMENTO DO EFLUENTE TEXTIL...cviiieeeeeeee e, 45
3.7.1 Ensaio de descoloracao do efluente téxtil.........oooevvvviiiiiiiiiiiiin e 45

3.7.2 Delineamento experimental e otimizacdo da descoloracdo do efluente

1221 | USRS 46
3.7.3 Avaliacdo da descoloracao do efluente..........cccccooiriiiiiiiiiiiiiiiiee 46
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........ciiieeeeiee e saansaeae e 47
4.1 ANALISE MORFOFISIOLOGICA E MOLECULAR........ccocveeeeetececeeee e 47
4.2 TRATAMENTO BIOLOGICO DE CORANTE E EFLUENTE TEXTIL............... 57
4.2.1 Descoloragdo de indigo Carmine ...........ccooveeeeeeeeeeeiecceeeeeee e 57
4.2.2 Atividade das enzimas OXidatiVas.......ccccccvvvieeeeiiiiiiiiiciiiiiieeeeeee e 58
4.2.3 Tratamento do efluente tEXLil . ... 60

4.2.3.1 Otimizagdo da descoloragdo do efluente téxtil usando delineamento

EXPEIMENTAL ... et e e e e e e e e e e e e 61
5 CONCLUSOES ...ttt ettt ea ettt an et e eee s 65
REFERENCIAS......oo ettt ettt ettt sae e ae et s e s e ateatesaeenann e, 66
APENDICE A — ARTIGO PUBLICADO........ciiiieee ettt 81

APENDICE B — ARTIGO PARA SUBMISSAO.........cccceivieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 94



Lisboa, Dianny — Biorremediagéo de efluentes de lavanderias téxteis por espécies... 16

1 INTRODUCAO

Os efluentes gerados pelas industrias téxteis s@o considerados 0s mais
poluentes do setor industrial e o lancamento desses efluentes coloridos em ambientes
aquaticos pode causar além de poluicdo visual, diminuicdo da capacidade
fotossintética dos vegetais desses ambientes e eutrofizacdo dos rios, como também
a contaminacdo dos solos e de lencéis freaticos (GAJERA et al.,, 2015). Outra
preocupacao existente € com os corantes encontrados nestes efluentes, que podem
conter substancias cancerigenas e toxicas ao homem e outros animais (KARIM et al.,
2017).

Existem trés tipos de tratamento para os efluentes téxteis: fisicos, quimicos e
biologicos. Entre estes, os métodos de tratamento biolégico vém ganhando
importancia no cendrio atual, por serem considerados alternativas ecologicamente
corretas na degradacdo de efluentes com corantes, devido aos menores custos na
aplicacdo, a sua elevada eficiéncia e por apresentarem uma menor poluicdo
secundaria (TAN et al., 2016; SHANMUGAM et al., 2017).

Estudos relacionados aos métodos biolégicos de tratamento de efluentes
téxteis tém utilizado micro-organismos, principalmente os fungos, pois estes sao
capazes de degradar ou acumular corantes e outras substéncias contidas nos
efluentes téxteis, isto ocorre devido a infinidade de enzimas que estes micro-
organismos podem sintetizar e entre essas algumas que trazem mais beneficios para
a biorremediacdo como a lacase, tirosinase e as peroxidases (PEROVANO FILHO et
al., 2011; CHANDA et al., 2016).

Pesquisas recentes tém comprovado a eficiéncia de espécies de Trichoderma
em produzir enzimas oxidativas (lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase)
gue tem aplicacdes na descoloracéo de corantes industriais e na degradacao de uma
vasta gama de poluentes organicos (KHAMBHATY et al., 2015; MAJI et al., 2015;
ANDREOLLI et al., 2016; INGLE; MISHRA, 2016; SHANMUGAM et al., 2017).

O género Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae) possui
grande variedade de espécies, que sao cosmopolitas, podendo ser encontradas em
diferentes habitats, principalmente em locais com grande disponibilidade de matéria
organica (ZAFRA; CORTES-ESPINOSA, 2015). O mais recente inventario de

espécies de Trichoderma listou cerca de 200 espécies, todas caracterizadas em nivel
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molecular (ATANASOVA et al., 2013), no entanto, uma lista incluindo mais de 250
nomes de espécies de Trichoderma foi apresentada para consideracao pela Comissao
Geral estabelecida pelo XX Congresso Internacional de Botanca em Melbourne
(BISSETT et al., 2015).

Muitos membros deste género tém sido estudados em relacdo as diversas
caracteristicas fisiolégicas e aplicagcbes biotecnologicas, pois apresentam
mecanismos enzimaticos potentes que consistem em celulases, quitinases,
glucanases e proteases, entre outros, para a decomposicdo e a utilizacdo de
substratos presentes nos solos, mas em especial, para a degradacao de material
lignocelulésico, apresentando caracteristicas desejaveis para utilizacdo comercial e
industrial (ZAFRA; CORTES-ESPINOSA, 2015).

Devido a importancia econdmica e ambiental de Trichoderma, a taxonomia do
género e a correta identificacdo das espécies sdo necessarias (YU et al., 2007). Em
geral, identificacdo e descricdo de espécies de Trichoderma sédo baseadas na analise
de um numero limitado de isolados, que apresentam alta similaridade, assim, muitas
vezes as andlises de caracteristicas morfofisiolégicas séo insuficientes para a
caracterizacao das espécies, necessitando de outras ferramentas para a identificacao
correta destes fungos (LARRALDE-CORONA et al., 2008; MENEZES et al., 2010).

Com o advento da biologia molecular e o surgimento de novas ferramentas de
identificacdo, que sdo baseados em analise da sequiéncia de multiplos genes (como
ITS1, ITS2 e tefl), tem se tornado possivel a identificacdo de um grande namero de
espécies do género (JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2015). Neste contexto, o presente
estudo objetivou reidentificar espécimes de Trichoderma da Micoteca URM, e
selecionar isolados produtores de enzimas oxidativas, para biorremediacdo de

efluentes téxteis.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 EFLUENTES TEXTEIS

Nas lavanderias e tinturarias, a 4gua é utilizada como veiculo para os produtos
quimicos que participam do processo de lavagem, tingimento e acabamento dos
tecidos e também para remover o excesso de produtos utilizados. Para o processo de
tingimento de tecidos de algodao utiliza-se uma elevada quantidade de 4gua, como
consequéncia sao gerados grandes volumes de efluentes contaminados (KANT, 2012;
DEVECI et al., 2016).

Os efluentes téxteis sdo altamente coloridos, devido a presenca de corantes
que ndo se fixaram a fibra durante o processo de tingimento. Além dos corantes, 0s
efluentes téxteis apresentam grandes quantidades de sélidos suspensos, altos valores
de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO), elevadas temperaturas, acidez ou alcalinidade e outras substancias que estao
presentes como 0s metais, amido, surfactantes, dispersantes, 6leos, emulsificantes,
soda caustica, solventes, sais organicos e inorganicos (GHALY et al., 2014).

As industrias téxteis apresentam grande dificuldade em tratar eficientemente as
aguas residuarias geradas em seus processos de producdo, principalmente, em
relacdo a remocdo de corantes desses efluentes que, mesmo em pequenas
guantidades, conferem cor intensa, constituindo um dos efluentes mais complexos e
problematicos a serem tratados (VASQUES et al., 2011).

Estes efluentes quando sao langados no ambiente, sem tratamento adequado
causam efeitos diretos e indiretos (Figura 1). Entre os efeitos diretos podemos citar os
problemas estéticos e ambientais ao absorver luz, interferindo significativamente na
atividade de fotossintese e nos processos biolégicos proprios do corpo hidrico,
causando desequilibrio no ambiente (PEREIRA et al., 2010; GHALY etal., 2014). Além
dos danos ambientais, os efluentes téxteis s&do considerados substancias
potencialmente toxicas por conterem corantes sintéticos da familia dos azocorantes,
0S quais possuem carater carcinogénico e mutagénico, além de elevada resisténcia a
degradacéao natural (DASGUPTA et al., 2015; TAN et al., 2016).

Além disso, a exposicao esporadica ou excessiva aos efluentes téxteis pode
causar, em humanos, quadros de imunossupressao respiratoria, circulatoria,

distirbios do sistema nervoso e neurocomportamentais centrais, doencas
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autoimunes, mieloma multiplo, leucemia, vémitos, hiperventilacédo, insénia, diarreia,
salivacao, ictericia, necrose dos tecidos, infec¢des oculares ou de pele, irritacdo e até
mesmo edema pulmonar (VERMA; DASH; BHUNIA, 2012; PANG; ABDULLAH, 2013).

Figura 1 — Representagdo esquemética do efeito do efluente téxtil para o ambiente
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Fonte: Verma; Dash; Bhunia (2012, p.157 - adaptado).

2.1.1 Tratamento de efluentes téxteis

Segundo a Resolucdo n°® 430 de maio/2011, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderao ser

lancados diretamente no corpo receptor se obedecerem as condicbes e padrdes
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previstos na resolugéo, como por exemplo, pH entre 5 e 9, temperatura acima de 3°C
e abaixo de 40°C, auséncia de material flutuante e remover no minimo 60% da
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO).

Para cumprir as normas exigidas pela Resolucdo do CONAMA, existem
diversos tipos de tratamentos para os efluentes téxteis, que tém levado a realizagédo
de pesquisas para desenvolver novas tecnologias capazes de degradar ou imobilizar
estes compostos, minimizando o volume e toxicidade dos efluentes industriais téxteis
(TAN et al., 2016).

Existem véarios tipos de tratamentos para os efluentes téxteis, que variam em
fisicos, quimicos e bioldgicos ou combinacfes adequadas dos mesmos, para que 0s
efluentes possam ser descarregados de forma segura no ambiente (KURADE et al.,
2017). De um modo geral, o tratamento de efluentes contendo corantes pode ser
fundamentado em dois processos: remoc¢ao por técnicas que permitam eliminar os
compostos por transferéncia, sem degradar os componentes, ou por utilizacdo de
métodos que permitam a degradacdo parcial ou total (mineralizacdo) dos
componentes do efluente téxtil (KAMIDA et al., 2005).

Os tratamentos fisicos sdo baseados em processos de separacdo de fases
(sedimentacdo, flotagdo, centrifugacdo), transicdo (destilacdo, evaporacdo e
cristalizacdo), transferéncia (adsorcdo) e de separacdo molecular utilizando
membranas seletivas (microfiltracdo, ultrafiltracdo, osmose reversa e dialise)
(KHANDEGAR; SAROHA, 2013).

O processo de adsorcdo é considerado uma das melhores tecnologias no
tratamento fisico de efluentes téxteis, apresentando grande aplicabilidade (FORGACS
et al., 2004). O carvao ativado € considerado como um adsorvente universal para a
remocao de poluentes, tais como, corantes e metais pesados de aguas residuarias,
devido as suas areas de superficie, elevada capacidade de adsor¢ao, rapida adsorcao
e relativa facilidade de regeneracdo. No entanto, outros materiais podem ser utilizados
como adsorventes alternativos, como o carvao ativado de casca de coco, bambu,
casca de eucalipto, quitosana, farelo de trigo, farelo de arroz (SUZUKI et al., 2007,
HASAN et al., 2010; SATHISHKUMAR et al., 2012; ALJEBOREE et al., 2014).

Em geral, a técnica de adsorcéo € eficiente na remocao do material particulado,
no entanto, as substancias como 0s corantes e compostos organicos nao sao

eliminadas, persistindo o problema, pois 0s poluentes estdo concentrados sem
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efetivamente serem degradados (NAWAZ; AHSAN, 2014). Apesar disto, a utilizacéo
dos meétodos fisicos como etapas iniciais de um tratamento possui extrema
importancia para um tratamento eficaz (FREIRE et al., 2000).

Os tratamentos quimicos vém apresentando uma enorme aplicabilidade em
sistemas ambientais como purificacao de ar, na desinfeccdo e no tratamento de agua
e de efluentes téxteis, em geral estdo associados a outro tipo de tratamento, fisico ou
biologico (SILVA, 2012). Sdo consideradas técnicas quimicas de tratamentos de
efluentes téxteis as que utilizam produtos, tais como: agentes de coagulacao,
floculacédo, neutralizacdo de pH, oxidacdo, reducdo e desinfeccdo em diferentes
etapas do tratamento (ANJANEYULU et al., 2005). Os principais processos sao
ozonizacao, clarificacao, eletrocoagulacéo, cloracdo, oxidacéo e precipitacdo (GUPTA
et al., 2015).

O processo oxidativo € um dos métodos quimicos mais usados para o
tratamento de efluentes com corantes, principalmente pela aplicagdo simples. A
oxidacdo ocorre pela remocdo do corante do efluente através da quebra de anéis
aromaticos existentes nas moléculas dos corantes. Em geral, o agente oxidante
utilizado é o peréxido de hidrogénio (H202), variando apenas o processo de ativagao,
por utilizacdo de ions metalicos ou 6xidos semicondutores, tendo como alternativa a
utilizacao de irradiacdo com luz ultravioleta (SALGADO et al., 2009; HO et al., 2010).
Um exemplo é a oxidac&o por Fenton, no qual o perdxido de hidrogénio € ativado por
Fe (Il). Esta € uma técnica utilizada no tratamento de efluentes que sao resistentes
aos processos bioldgicos e tem se mostrado eficiente no tratamento de corantes. A
grande desvantagem deste meétodo é a significativa producéo de lodo pela floculacéo
do reagente e das moléculas de corante (PANG; ABDULLAH, 2013).

A técnica que utiliza ozénio foi pioneira no inicio da década de 1970, pois € um
bom agente, devido a sua alta instabilidade quando comparado com o H202. A
oxidacdo utilizando ozénio pode auxiliar na degradacdo de diversos compostos
fendlicos, hidrocarbonetos clorados ou aromaticos e pesticidas. A vantagem da
técnica com ozoénio é a possibilidade de aplicacdo na forma gasosa, ndo aumentando
o volume do efluente e do lodo, ja a desvantagem € o tempo de meia vida curto sendo
necessaria aplicacdo frequente aumentando os custos do processo (ANJANEYULU
et al., 2005).
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Os métodos de tratamento biologico estdo ganhando importancia, por serem
considerados alternativas ecologicamente corretas na degradacéo de efluentes com
corantes, devido aos menores custos em sua aplicacdo, a sua elevada eficiéncia e
por apresentarem uma menor poluicdo secundaria (TAN et al., 2016). Estes métodos
possuem varias vantagens sob outros métodos, tais como a mineralizagdo, conversao
de compostos toxicos recalcitrantes em compostos quimicos simples, como CO:z e
H20 (BAFANA et al., 2008).

Micro-organismos tais como bactérias, fungos, algas podem ser utilizados para
remover a cor dos efluentes, através de processos aerébios, anaerobios e anaerdbio-
aerébios sequenciais (GUPTA et al.,, 2015). No tratamento aerdbio, 0os micro-
organismos que atuam na degradacdo dos compostos existentes nos efluentes
utilizam a molécula de oxigénio livre como aceptor final de hidrogénio. O tratamento
anaerobio utiliza a molécula de oxigénio ligado aos compostos quimicos, como
receptor final de hidrogénio (BARRETO et al., 2011).

Os principais processos aerébios aplicaveis ao tratamento de efluentes séo
lodo ativado, filtros bioldgicos e lagoas aerdbias. O sistema de lodo ativado € o
processo biolégico mais utilizado no tratamento dos efluentes, de modo geral. A
técnica consiste em utilizar micro-organismos que estdo em suspensao no efluente, e
que sao constantemente misturados pelo préprio sistema de aeracdo, sem necessitar
de agitacdo. Este processo apresenta varias vantagens, pois obtém um efluente de
excelente qualidade, € um método estavel onde ha possibilidade de alterar o tempo
de contato entre o efluente e o micro-organismo e possui capacidade de absorver
compostos toxicos. Quanto as desvantagens deste processo estd a formacdo de
grande volume de lodo, além de um grande consumo de energia (VILLEN, 2001;
ANJANEYULU et al., 2005).

Outra forma de tratamento biologico dos efluentes sé@o as lagoas, que podem
ser subdivididas em lagoas de estabilizacdo e de aeracao. As lagoas de estabilizacéo
sdo grandes tanques de pequena profundidade, onde as aguas residuarias (efluentes)
sdo tratadas naturalmente por processos bioldgicos. As lagoas aeradas séo sistemas
semelhantes as lagoas de estabilizacdo, exceto, por existir fornecimento de oxigénio
atraves de aeradores mecanicos (FREIRE et al., 2000; CAMPOS et al., 2006).

O tratamento anaerdbio ou digestdo anaerdbia de substancias é realizado por

fermentacdo microbiana que ocorre em ambientes que n&o apresentam oxigénio livre
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(molecular), é através deste processo de digestdo que é formado o biogas (metano e
géas carbdnico). Os processos anaerobios sdo, em geral, mais lentos que os aerébios,
exigindo maior tempo de retencdo, no entanto, apresentam uma grande vantagem,
além do tratamento do efluente, que é a producédo de biogas que pode ser reutilizado
para produzir calor e pode reduzir os custos de energia (ROBINSON et al., 2001,
ANJANEYULU et al., 2005).

Durante o processo anaeroébio de clivagem dos corantes contidos nos efluentes
pode ocorrer a formac&o aminas aromaticas que sdo mais toxicas do que os corantes
téxteis tratados (SARAYU; SANDHYA, 2012).

Visto que neste processo ocorre apenas uma degradacéo parcial, ndo pode ser
considerado um passo final no tratamento de efluentes téxteis. Desta forma, as
aminas aromaticas que sdo geradas durante as condi¢cdes anaerdbicas podem
prontamente serem submetidas a mineralizacdo sob condicao aerébia, e deste modo
satisfazerem os critérios padrdes de descarga de efluentes. Assim, 0S processos
anaerobio-aerdbios sequenciais sdo geralmente necessarios para a biodegradacao
eficaz de corantes por consércio bacteriano (PANG; ABDULLAH, 2013).

Os processos de tratamento utilizados em geral pelas industrias téxteis
consistem em sistemas fisico-quimicos, seguidos de tratamento biolégico através do
sistema de lodo ativado, embora estes apresentem alta eficiéncia na remocgao da cor
do efluente, apresentam um contraponto que € a geracao do lodo, que é considerado
preocupante do ponto de vista ambiental, pela quantidade de corantes e outras
substancias adsorvidas. Por tudo acima relatado torna-se importante a busca por
melhores alternativas de tratamento dos efluentes téxteis (OLIVEIRA et al., 2010;
PEREIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Em geral, cada uma das técnicas tem suas vantagens e limitacées ou fatores
que precisam ser considerados. Além disso, a presenca de um ou varios anéis de
benzeno na estrutura dos corantes pode dificultar o tratamento, tornando um dos
tratamentos ineficaz sozinho. Portanto, as estratégias de remoc¢do de corante dos
efluentes téxteis devem consistir de uma combinacéo de diferentes técnicas (PANG;
ABDULLAH, 2013; CHHABRA et al., 2015).
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2.1.2 Potencial de Trichoderma sp. no tratamento de efluentes téxteis

Trichoderma é um género muito diversificado geneticamente, que apresenta
variados recursos de interesse agricola e industrial em suas diferentes espécies.
Como foi descrito anteriormente, espécies de Trichoderma tem sido aplicadas na
producdo industrial de enzimas, no tratamento da celulose, na industria de alimentos,
mas também varios relatos tem demonstrado o potencial de algumas espécies em
remediar a poluicdo do solo e da agua (ANDREOLLI et al., 2016).

Efluentes com corantes téxteis estdo entre os poluentes mais problematicos
devido a sua toxicidade em varios organismos e ecossistemas (SHANMUGAM et al.,
2017). Adnan et al. (2017) avaliaram a biodegradacéo dos corantes antraquinénicos,
Vermelho Alizarina S e Verde Quinizarina SS por Trichoderma lixii F21 e obtiveram
resultados excelentes.

A biodegradacao de efluentes téxteis por enzimas produzidas por fungos é uma
alternativa promissora, pois ndo causa danos ambientais e tem baixo custo de
aplicacao (TEGLI et al., 2014). Shanmugam et al. (2017) relataram a biodegradacéao
do corante Violeta Cristal pela lacase produzida por Trichoderma asperellum.
Sadhasivam et al. (2009) utilizaram a lacase produzida por T. harzianum na
descoloracao de corantes texteis recalcitrantes (Rodamina 6G, Erioglaucina e Azul de
Tripan) e obteveram bons resultados.

Espécies deste género sdo comumente encontradas nos solos e nas raizes das
plantas, e possuem resisténcia a maioria dos agroquimicos. Além disso, eles sdo
altamente resistentes a uma variedade de substancias toxicas como, metais pesados,
compostos organometalicos, efluentes de curtume e produtos quimicos nocivos, como
o cianeto (TRIPATHI et al., 2013).

Chakroun et al. (2010) purificaram, caracterizaram e aplicaram a lacase
produzida por T. atroviride na biorremediacdo de compostos fendlicos que podem
estar presentes em efluentes industriais e agricolas. Divya et al. (2014) trataram
efluentes fendlicos salinos com lacase produzida por T. viride, demonstrando a

versatilidade que o género possui na biorremediacao de diferentes poluentes.
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2.2 O GENERO TRICHODERMA
2.2.1 Nomenclatura do género Hypocrea/Trichoderma

O Cddigo Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e plantas (Cadigo
Melbourne) determina uma nomenclatura unitaria, ou seja, 0 uso de um Unico nome
para um fungo pleomoérfico (quando um fungo pode existir em duas fases
morfologicamente e fisiologicamente diferentes). Para isso, ndo importando se é o
nome do anamorfo ou do teleomorfo que ira prevalecer e se a escolha sera baseada
nos critérios de prioridade ou nas decisdées sancionadas pelas comissdes (MCNEILL
et al., 2012).

Levando em consideracdo o Codigo de Melbourne, Hypocrea Fr. 1825 é o
género tipo e que origionou 0 nome a familia Hypocreaceae e a ordem Hypocreales,
mas o seu anamorfo, Trichoderma Pers. 1974, foi descrito anteriormente. Deste modo,
por ter sido descrito antes, Trichoderma tem prioridade sobre Hypocrea, e é mais
utilizado em aplicacbes comerciais, como na producao de celulase por Trichoderma
reesei (JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2013).

Uma pesquisa realizada pela Subcomissao Internacional de Trichoderma e
Hypocrea (ISTH) para saber a opinido de individuos interessados no assunto, indicou
uma clara preferéncia pela adocédo de Trichoderma sobre Hypocrea, demonstrando
uma tendéncia em abolir o uso do nome do teleomorfo em favor de Trichoderma para
o holomorfo, e esta pratica tem sido utilizada por varios pesquisadores desde
janeiro/2013 (JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2013; LOPEZ-QUINTERO et al., 2013).

Recentemente, uma lista incluindo 252 nomes de espécies de Trichoderma foi
apresentada para consideracdo pela Comissdo Geral estabelecida pelo XX
Congresso Internacional de Botdnca em Melbourne, que, em seguida, foi
encaminhada para o Comité de Nomenclatura para Fungos (NCF) para formar a Lista

de nomes protegidos deste género (BISSETT et al., 2015).
2.2.2 Historia taxonémica
O género Trichoderma foi inicialmente descrito por Christian Hendrik Persoon

em 1794, que incluiu no género quatro espeécies: Trichoderma viride, Trichoderma

caesium, Trichoderma aureum e Trichoderma roseum, isoladas a partir de material
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coletado na Alemanha (SAMUELS, 2006). O género Hypocrea foi primeiramente
descrito por Elias Fries em 1825, baseado em Sphaeria rufa Pers., uma espécie com
ascosporos hialinos que depois se tornou Hypocrea rufa (Pers.) Fr., a espécie tipo do
género. No entanto, até aquele momento o género ndo havia sido relacionado com o
género Trichoderma (CHAVERRI; SAMUELS, 2003).

Em 1865, os irm&os Ludovicus-Renatus Tulasne e Carolus Tulasne
determinaram que Trichoderma viride era a fase assexuada de Hypocrea rufa,
descoberta que se tornou um marco na taxonomia dos fungos conidiais (SAMUELS,
2006; KUMAR, 2013).

Demonstrando a dificuldade existente para identificacdo de espécies deste
género, Bisby, em 1939, reduziu todas as espécies do género a uma espécie T. viride
(SAMUELS, 2006).

Este sistema foi seguido até 1969, quando Mein Rifai, o primeiro micélogo
moderno a realizar taxonomia de Trichoderma, diferenciou morfologicamente nove
“agregado de espécies”, sdo eles, T. aureoviride Rifai, T. hamatum (Bonord.) Bain., T.
harzianum Rifai, T. koningii Oudem., T. longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Rifai, T.
polysporum (Link: Fr.) Rifai, T. pseudokoningii Rifai, e T. viride. Cada agregado
espécies compreendendo possivelmente a um complexo de espécies bioldgicas
morfologicamente distintas (GAMS; BISSETT, 2002; RIFAI, 1969; SAMUELS et al.,
2012).

Com base no trabalho realizado por Rifai, John Bisset revisou o0 género e
reconheceu cinco secbes (Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum,
Longibrachiatum e Hypocreanum) e 27 espécies, entre estas 14 que foram descritas
como novas (BISSETT, 1984, 1991a, 1991b, 1991c¢).

Com o advento da biologia molecular e o de surgimento novas ferramentas de
identificacdo que sédo baseados em analise da sequéncia de multiplos genes, tornou-
se possivel uma identificagdo confidvel de espécies de Trichoderma (GEISER et al.,
2004). Segundo Atanasova et al. (2013) o trabalho pioneiro sobre a filogenia das
espécies discritas do género foi publicado pelo grupo de Cristian Kubicek em 2002
(KULLNIG-GRADINGER et al., 2002) e ampliado em diversos estudos subsequentes
tratando secOes ou grupos de espécies que partiiham algumas caracteristicas
morfolégicas essenciais (CHAVERRI et al., 2004; DRUZHININA; KUBICEK, 2005;
DRUZHININA et al., 2006; SAMUELS et al., 2006; JAKLITSCH, 2009, 2011).
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De acordo com a Subcomisséo Internacional de Taxonomia de Trichoderma e
Hypocrea (2006), baseada em estudos filogenéticos as espécies de Trichoderma
estdo agrupadas em cinco sec¢des, quatro anteriormente sugeridas por Bissett e 16

clados (Quadro 1). A secao Saturnisporum foi agrupada a sec¢ao Longibrachiatum por

Samuels et al. (1998).

Existem mais de 250 espécies de Trichoderma s&o reconhecidas, a maioria
delas descritas a partir do ano 2000 (SAMUELS et al., 2012; JAKLITSCH,;
VOGLMAYR, 2015). De acordo com Lopez-Quintero et al. (2013) o aprofundamento
no estudo evolutivo e taxondmico a partir de técnicas moleculares permitiu este

avanco e o desenvolvimento de ferramentas confiaveis para o reconhecimento de

novas espécies do género (DRUZHININA et al., 2005).

Quadro 1 — Distribuicéo filogenética de espécies de Trichoderma em secdes e clados

Secdes

Pachybasium

‘ Clados ‘ Principais espécies
Harzianum Trichoderma harzianum, T. aggressivum, T.
pleurotum e T. velutinum
Virens T. crassum e T. virens
Semiorbis T. fertile e T. oblongisporum
Strictipilis T. strictipilis e T. longipile
Stromaticum T. stromaticum e T. rossicum

Pachybasioides

T. polysporum, T. piluliferum e T. minutisporum

Longibrachiatum

Longibrachiatum

T. reesei, T. pseudokoningii, T. effusum, T.
citrinoviride, T. ghanense, T. longibrachiatum e T.
saturnisporum

Trichoderma Viride T. atroviride, T. koningii, T. viride, T. viridescens, T.
erinaceum, T. intricatum, T. koningiopsis, T.
ovalisporum e T. petersenii

Pachybasium "A" | T. asperellum, T. hamatum e T. pubescens
ou Hamatum

Hypocreamun Ceramica T. ceramicum e T. estonicum

Chlorospora T. aureoviride, T. candidum e T. chlorosporum
Psychrophyla Hypocrea megalosulphurea

Megalocitrina

H. crystalligena, H. psychrophila, H. pulvinata e H.
sulfurea

Citrina

H. citrina

Lone Lineages

Lutea

T. brevicompactum

Lone Lineages

T. spirale, T. helicum, T.chromospermum e T.
gelatinosus

Fonte: http://www.isth.info/biodiversity/index.php



http://www.isth.info/biodiversity/species_info.php?key_spec_id=25
http://www.isth.info/biodiversity/index.php
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2.2.3 Caracteristicas Gerais

O g¢énero Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae) ¢é
caracterizado por culturas de rapido crescimento a 25-30°C, podendo apresentar odor
doce ou de ‘coco’ caracteristico de algumas espécies. Os conidioforos sdo altamente
ramificados, sendo assim dificeis de definir e medir, podendo ser formados liviemente
ou em tufos assumindo aspecto piramidal com o apice finalizando com uma ou poucas
fidlides, que séo hialinas e tipicamente ampliadas no meio, mas podem ser cilindricas
ou quase subglobosas. As fidlides sdo densamente agrupadas no eixo principal ou
isoladas, e podem se desenvolver em espiral ou serem semelhantes as fidlides de
Gliocladium sp (BISSETT, 1984; JAKLITSCH, 2009; SAMUELS et al., 2014).

A maioria das espécies apresentam conidios de coloracdo verde, mas estes
também podem ser amarelos ou brancos (raramente). Quanto a forma, os conidios
variam em elipsoidais, globosos ou subglobosos, e em geral sdo formados em tufos
compactos ou soltos (Figura 2). Todas as espécies sao capazes de produzir
clamidosporos, porém estes nem sempre sdo produzidos, sao tipicamente
subglobosos e unicelulares, podendo ser formado na extremidade da hifa (terminal)
ou no interior da célula da hifa (intercalar) (BISSETT, 1984; JAKLITSCH, 2009;
SAMUELS et al., 2014).

Quanto a fase sexuada, os fungos do género Hypocrea/Trichoderma sé&o
caracterizados por apresentar peritécios inseridos no estroma carnudo formado por
tecido pseudoparenquimatoso ou hifas altamente compactadas, de tons castanho
claro, castanho escuro, amarelo ou laranja. Apresentam ascos com 0ito ascOsporos
hialinos ou verdes, bicelulares (um septo) e que desarticulam no septo no inicio de
seu desenvolvimento, produzindo 16 parciais ascosporos em cada asco (CHAVERRI,
SAMUELS, 2003).
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Figura 2 — Caracteristicas macroscopicas e microscépica de Trichoderma sp. A — Cultura em BDA ap0s

96h; B — Conidiéforo com fidlides e conidios

%‘ S c— Conidios
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto a sua distribuicdo, Trichoderma sp. possui uma grande variedade de
espécies que sao cosmopolitas podendo ser encontradas em diferentes habitats,
principalmente em locais com grande disponibilidade de matéria organica
(DRUZHININA et al., 2011; CHEN; ZHUANG, 2016).

Presente em quase todo solo de clima temperado e tropical (cerca de 10*-10°
de propéagulos cultivAveis por grama de solo), sdo fungos mais frequentes neste
ambiente (HARMAN et al., 2004). Além disto, muitas espécies do género sdo
encontradas em rizosfera de plantas, em madeira em decomposicdo, restos de
plantas, animais e em outros fungos, no interior do tecido vegetal e como patégeno
em humanos, demonstrando seu alto potencial oportunista e sua capacidade de
adaptacdo a varias condicdes ecoldgicas (SALAS et al., 2011; LOPEZ-QUINTERO et
al., 2013).

O género apresenta um alto nivel de diversidade genética, e podem ser
utilizados para produzir uma vasta gama de produtos de interesse comercial e
ecologico (KAMALA et al., 2013; CHEN; ZHUANG, 2016).). Séo bons produtores de
proteinas extracelulares, e sdo mais conhecidos por sua capacidade de produzir
enzimas que degradam a celulose e quitina, embora também produzam outros
metabdlitos de interesse, por exemplo, algumas cepas que produzem mais de 100
metabdlitos que apresentam agdo contra outros micro-organismos (HARMAN et al.,
2004).
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2.2.4 Importancia do género

Colonizacdo bem-sucedida de um determinado habitat por qualquer organismo
depende principalmente do seu potencial para se defender, crescer e prosperar,
mesmo com a competicdo por nutrientes, espacgo e luz (SCHUSTER; SCHMOLL,
2010). Muitos fungos, em especial os do género Trichoderma apresentam uma ampla
variedade de mecanismos para a sua sobrevivéncia e proliferacao, incluindo ataque
fisico e degradacéo de outros fungos, além da utilizacdo de carboidratos complexos
(LOPES et al., 2012).

Os principais modos de acao destes fungos incluem micoparasitismo (confronto
direto com micopatdgenos, secrecdo de enzimas degradadoras da parede celular
fangica para posterior penetracdo e morte), antibiose (atividade relacionada a
secrecdo de metabdlitos secundarios de propriedades antimicrobianas nas
proximidades do nincho fungico) e competicéo (séo eficientes em mobilizar e absorver
macro e micronutrientes do solo, resultando na falta de nutrientes para outros micro-
organismos) (KESWANI et al., 2014).

Com base nessas caracteristicas, as espécies deste género se destacam por
apresentar a capacidade de assimilar uma diversidade de substratos, e pela producéo
de uma variedade de agentes antimicrobianos. Demonstrando consideravel
importancia econémica, podendo ser utilizados para a producdo de enzimas
hidroliticas (celulases, hemicelulases, quitinases, glucanases e proteases), na
producdo de antibidticos (peptaibols, antraquinona, harzianodiona, gliotoxina), na
producdo de outros metabdlitos secundarios (policetideos, pironas, terpenos), na
biodegradacdo de poluentes e como agentes bioldgicos no controle de fungos
fitopatogénicos e nematdides (HOYOS-CARVAJAL; ORDUZ; BISSETT, 2009;
NICOLAS et al., 2014; ANDREOLLI et al., 2016).

Entre as espécies do género, T. harzianum, T. atroviride e T. hamatum se
destacam pelo potencial no controle bioldgico de fungos fitopatogénicos,
apresentando muitas cepas registradas para uso comercial (NICOLAS et al., 2014).
No controle do nematdide Heterodera avenae foi relatada a eficiéncia de linhagens de
T. longibrachiatum (ZHANG et al., 2014). E algumas espécies de Trichoderma podem
induzir a resisténcia sistémica de plantas por endofitismo, por exemplo, T. asperellum

(GUZMAN-VALLE et al., 2014), ou podem melhorar o crescimento e desenvolvimento
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das plantas através da producdo de formas sollveis de minerais, nutrientes e
metabdlitos de promocao do crescimento, como por exemplo T. virens (BABU et al.,
2014).

2.3 IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE TRICHODERMA

Devido a importancia econdmica e ambiental de Trichoderma, a taxonomia do
género e a correta identificacdo das espécies sdo necessarias (YU et al., 2007). Em
geral, identificacdo e descricdo de espécies de Trichoderma sédo baseadas na analise
de um numero limitado de linhagens, que apresentam alta similaridade, assim, muitas
vezes as andlises de caracteristicas morfofisioldégicas séo insuficientes para a
caracterizagcdo das espécies, sendo necessarias outras ferramentas para a
identificag&o correta destes fungos (LARRALDE-CORONA et al., 2008; MENEZES et
al., 2010).

Com o advento da biologia molecular e o surgimento novas ferramentas de
identificacdo, que sdo baseados em analise da sequéncia de multiplos genes (como
ITS1, ITS2 e tefl), tem se tornado possivel a identificacdo de um grande namero
espécies do género (JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2015).

2.3.1 Caracterizacdo morfofisiolégica

A dificuldade de caracterizacao e diferenciacdo das espécies de Trichoderma
a partir dos caracteres morfolégicos tem sido discutida por varios autores ao longo dos
anos, Rifai (1969), Bissett (1991), Samuels (1996; 2006) e Hoyos-Carvajal e Bissett
(2011).

Caracteres Uteis para a identificacdo em outros géneros de fungos nao sao
Uteis na diferenciacdo de espécies de Trichoderma, em geral pela estreita faixa de
variacdo morfologica entre as espécies, ou porque os termos utilizados para descrever
a variacdo de cor ou padrdo nao sao suficientemente precisos para definir as
diferencas entre as espécies. Além disso, 0os poucos caracteres morfologicos
disponiveis para a identificacdo do género sdo variaveis até certo limite, o que leva

alguns caracteres a se sobrepor entre as espécies gerando identificacdes errdbneas
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relatadas na literatura, principalmente de cepas de T. harzianum (GAMS; BISSETT,
2002; SAMUELS, 2006; HOYOS-CARVAJAL; BISSETT, 2011).

Apesar das dificuldades existentes, as identificacbes com base em caracteres
morfolégicos permanecem como um importante método para a identificacdo e
verificacdo de espécies em Trichoderma. A aparéncia da colbnia pode ser distintiva e
caracteristica de uma espécie, no entanto, ndo € suficiente para a identificacdo, sendo
necessaria a observacdo de outros caracteres morfolégicos (microscépicos) e
fisiol6égicos, como a taxa de crescimento da colbnia, producdo de pigmentos difusos
no meio (embora a cor desses pigmentos n&o variem muito no género), formas das
fillides, forma e produgdo de conidios em conidioforos efusos, ou em conidi6foros
agregados em fasciculos ou pustulas, presenca de clamidésporos e odores
caracteristicos que se assemelham a coco, e que sdo produzidos normalmente por
cepas de Trichoderma viride, e as vezes também por Trichoderma atroviride (GAMS;
BISSETT, 2002).

2.3.2 Caracterizacdo molecular

Antes do desenvolvimento da taxonomia molecular, a difilcudade de
diferenciacdo das espécies de Trichoderma era muito comum (ATANASOVA et al.,
2013). Em 1995, a utilizacdo de analise de sequéncias de DNA tornou-se um novo
paradigma na sistematica de fungos e os pesquisadores que trabalhavam com
Trichoderma, rapidamente incorporaram dados de sequéncias para O
desenvolvimento da taxonomia do género (SAMUELS, 2006). Lieckfeldt et al. (1999)
em estudos taxonémicos sobre linhagens de T. viride, concluiram que se tratavam de
duas espécies distintas T. viride e T. asperellum, apos analises de sequencia da regiéo
ITS e de parte do gene 28S.

Desde entéo estudos evolutivos e taxondmicos moleculares mais aprofundados
de Trichoderma resultaram na distincdo de aproximadamente 250 espécies. Estudos
primeiramente baseados na regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA, regido
altamente conservada intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies,
possibilitou a distingdo ao nivel especifico, e depois em sequéncias parciais do gene
do fator de alongamento da traducdo 1- alfa (tefl), endoquitinase (chil8-5),
calmodulina (call) entre outros (LOPEZ-QUINTERO et al., 2013).
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Assim como descrito anteriormente, cada vez mais estdo sendo necessarios
genes mais informativos para resolver complexos de espécies estreitamente
relacionadas em Trichoderma. A regido ITS que era considerada até recentemente a
principal escolha para a identificacdo em nivel de espécie, vem sendo considerada
inadequada para distinguir espécies estreitamente relacionadas em varios clados de
Trichoderma (BISSETT, 2009).

Em alternativa, genes que codificam proteinas e que possuem grandes introns
tém sido escolhidos para diferenciar taxas estreitamente relacionados e recentemente
evoluidos, tal como o gene que codifica o fator de alongamento da traducdo 1-alfa
(tefl). Esse gene é parte essencial na etapa da traducdo de proteinas, que apresenta
uma grande utilidade filogenética, pois € altamente informativo a nivel de espécie em
diversos géneros de fungos, inclusive Trichoderma (GEISER et al., 2004; BISSETT,
2009).

Em estudos recentes, Druzhinina et al. (2012) avaliando a filogenia da secao
Longibrachiatum de Trichoderma analisou fragmentos do fator de alongamento da
traducao 1- alfa (tefl), endoquitinase (chil8-5), calmodulina (call) e de RPB2 (RNA
polimerase subunidade B I). Kim et al. (2013) para descreverem duas espécies novas
provienientes do Japao T. eijii e T. pseudolacteum utilizaram sequéncias dos genes
acima descritos, além de sequéncias da regido ITS que ndo foram utilizadas no
trabalho anterior.

Além dos estudos filogenéticos realizados, tem sido realizado o
sequenciamento do genoma de espécies do género, para uma melhor compreensao
de como Trichoderma evoluiu para interagir com outros fungos, com plantas e
ambientalmente, bem como para desenvolver processos e aplicagcdes de grande
impacto no bem-estar humano. Entre os fungos estéo T. reesei, que foi a primeira
espécie do género que teve o genoma sequenciado devido a sua importancia na
producdo de celulase, T. virens, T. atroviride, T. harzianum, T. asperellum, T.
longibrachiatum e T. citrinoviride (MUKHERJEE et al., 2013).

2.4 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE TRICHODERMA

O género Trichoderma tem sido estudado para a producdo de enzimas e de

outros metabdlitos, pois estes fungos sao importantes fontes de grande variedade de
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produtos naturais Unicos estruturalmente e de alta eficiéncia biolégica (XUAN et al.,
2014). Trichoderma spp. podem secretar uma variedade de metabdlitos secundarios
(aproximadamente 100 compostos) que ndo apenas contribuem de forma significativa
na sinalizacdo de micro-organimos competidores, mas também para interacdo com
outros organismos de diversas maneiras (KESWANI et al., 2014).

Membros deste género sdo produtores importantes de um subgrupo de
peptabidticos conhecido como, peptideos antibidticos que sdo de importancia
ecolégica e comercial devido as suas propriedades antimicrobianas e anti-
cancerigena, como também por sua capacidade de induzir resisténcia sistémica em
plantas contra a invasdo microbiana (REINO et al., 2008; ; CHEN; ZHUANG, 2016).).
Outro composto muito conhecido produzido por Trichoderma s&o as pironas (6- pentil
pirona), composto volatil responsavel pelo “aroma de coco” presente em algumas
espécies do género, apresentam propriedades antifingicas e podem promover o
crescimento de plantas (MUKHERJEE et al., 2012).

Entre as micotoxinas produzidas por espécies de Trichoderma esta a gliotoxina,
gue foi o primeiro metabdlito descrito para o género, e 0s tricotecenos que apresentam
uma ampla variedade de atividades biolégicas e sédo considerados téxicos para a
saude humana e animal, causando sintomas indesejaveis, tais como, vémitos, falta
de apetite, diarréia, hemorragia e comprometimento do sistema imunolégico (REINO
et al., 2008). Degenkolb et al. (2008) em seus estudos observaram que com excecao
de Hypocrea rodmanii todas as especies do clado Lutea foram produtoras de
harzianum A ou trichodermin, tipos de tricotecenos.

Entre outras substancias produzidas pelo género, estdo compostos nao-
polares de baixo peso molecular, tais como, terpendides, esterdides e policetideos,
como também pepitideos nao ribossomais como ETPs (epipolythiodioxopiperazines)
e sideroforos (MUKHERJEE et al., 2012). Estes metabdlitos apresentam importancia
biologica variada, tais como, atuam na regulacdo do crescimento das plantas,
apresentam efeito medicinal, atividade antimicrobiana, anti-envelhecimento, atividade
antiplasmaddica, atuam como agente redutor de colesterol, agente aromatizante e
imunosupressor (KESWANI et al., 2014).
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2.4.1 Producéao de enzimas por Trichoderma

Diante da diversidade de metabdlitos primarios e secundarios produzidos por
Trichoderma, as enzimas tém destaque por apresentarem grande aplicabilidade
biotecnolégica. Por exemplo, a celulase produzida principalmente por T. reesei €
utilizada em estudos de producdo de bioetanol a partir de residuos de celulose, em
industrias de papel e celulose e nas industrias téxteis (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010;
KUMAR et al., 2014).

Diversas pesquisas realizadas ao longo dos anos vém demonstrando a
importancia da producéo de celulase pelo género, como o mutante de T. reesei RUT-
C30 (ATCC 56765) que é uma das estirpes de fungos filamentosos mais utilizadas
para a producao de enzimas celuloliticas, proteinas recombinantes e para a pesquisa
académica, e tem sido utilizada a mais de 30 anos (PETERSON; NEVALAINEN,
2012).

Com a sua longa histéria na producdo de enzima em escala industrial,
Trichoderma spp. também tém sido extensivamente aplicada para a producao de
aditivos alimentares e produtos relacionados, bem como no processo de fabricacéo
de cerveja (B-glucanases), na producéo de suco de frutas (pectinases, celulases e
hemicelulases) e como aditivo alimentar na pecuéaria (xilanases) (SCHUSTER;
SCHMOLL, 2010).

Apesar de T. reesei ser a espécie mais utilizada em pesquisas relacionadas a
producédo de enzimas, outras também se destacam neste papel. Igbal e Kapoor (2012)
avaliando a producédo de tanase por fungos filamentosos linhagens de diferentes
amostras de solo, observaram que T. harzianum MTCC 10841 foi o melhor produtor
desta enzima. Qualhato et al. (2013) avaliando o micoparasitismo por Trichoderma
spp. contra fungos fitopatogénicos, observaram que T. harzianum e T. asperellum
além de serem bons antagonistas, também produziram diferentes enzimas como, 3 -
1,3-glucanase, quitinase, fosfatase acida e proteases.

Espécies de Trichoderma podem ser muito Uteis na biorremediacdo de agua e
de solo contaminados com compostos toxicos, isto é possivel por meio da producéo
de enzimas capazes de degradar substancias recalcitrantes, como as enzimas
oxidativas (SADHASIVAM et al., 2009; TRIPATHI et al., 2013).
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2.4.1.1 Enzimas oxidativas

Muitas espécies de Trichoderma sp. participam ativamente da deslignificacdo
e biodegradacdo de compostos lignocelulésicos na natureza, esta capacidade esta
principalmente relacionada a um arsenal de enzimas produzidas por este género,
entre estas destacam-se as celulases, hemicelulases e as enzimas oxidativas
(CHAKROUN et al., 2010; JANUSZ et al., 2013).

As enzimas oxidativas formam um complexo enzimatico que inclui as enzimas,
lignina peroxidase (LIP, EC 1.11.1.14), manganés peroxidase (MnP, E.C. 1.11.1.13) e
lacase (E.C. 1.10.3.2) (ASGHER et al., 2014). Estas enzimas tém baixa especificidade
por substratos e forte capacidade oxidativa, apresentando capacidade para remover
substancias xenobidticas que sdo introduzidas no ambiente a partir de inUmeras
atividades industriais, tais como, hidrocarbonetos, fendis, percloroetileno, corantes
azo, carbonos arométicos, pesticidas, tetracloreto de lignina, substancias humicas,
entre outras (REBAH; MILED, 2013).

Assim, devido ao seu amplo potencial as enzimas oxidativas tém aplicacfes
potenciais em diversos setores industriais, como no quimico, de combustivel,
alimenticio, agricola, de papel, téxteis, cosméticos, como também na biorremediacao,
no tratamento de esgotos, descoloracdo de corantes e biossensores (SUN et al.,
2014).

2.4.1.1.1. Lignina peroxidase

A lignina peroxidase (LiP) foi descoberta primeiramente em Phanerochaete
chrysosporium e desde entdo varias isoformas desta enzima sdo conhecidas, sendo
produzidas por esta espécie e também por outros fungos (BLODIG et al., 2001).
Segundo Janusz et al. (2013) estéo identificadas aproximadamente 16 isoenzimas de
Trametes versicolor e mais de 65 genes de LiPs fungicas ja foram sequienciados e
submetidos ao GenBank.

A LiP é uma glicoproteina monomeérica extracelular de 38-46 kDa, dependente
de peréxido de hidrogénio e com pH 6timo préximo de 3, possui um grupo heme (ferro
protoporfirina IX) e pode apresentar muitas vezes Ca?* em sua estrutura (BLODIG et
al., 2001). Outra caracteristica deste grupo de enzimas é a sua ocorréncia como uma
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grande familia de isoenzimas, que catalisam uma variedade de compostos fendlicos,
ndo fenolicos e outros compostos resistentes a degradacdo microbiana (WONG,
2009).

Este processo catalitico ocorre pela oxidacao de elétrons seguida de reacdes
ndo enzimaticas. Desde o inicio das pequisas relacionadas a LiP, o alcool veratrilico
(a@lcool 3,4-dimethyoxybenzyl) tem desempenhado um papel fundamental no estudo
do processo de biodegradacédo de lignina, pois ele € utilizado como um ensaio para
atividade da enzima devido a absorvancia facilmente detectavel do produto
(veratraldeido) a 310 nm (WONG, 2009).

A descoberta da lignina peroxidase foi um grande avan¢o na compreensao do
mecanismo de degradacao da lignina e sado consideradas como alternativa biolégica
promissora para a remocdo de compostos toxicos do ambiente. O principal exemplo
€ a atuacdo da LiP na industria téxtil, onde ocorre um grande consumo de 4gua e de
componentes quimicos durante os processos de tingimento, gerando efluentes
altamente complexos e recalcitrantes, que muitas vezes contém corantes
considerados carcinogénicos e mutagénicos e que podem ser degradados por estas
enzimas (KUNZ et al., 2002).

S&o poucos os relatos tém sido encontrados na literatura sobre a producao de
lignina peroxidase por espécies de Trichoderma, como os trabalhos realizados com T.
atroviride (HOLKER et al., 1999), Trichoderma sp. (DHOUIB et al., 2005) e T. viride
(NEETHU et al., 2012; GHORBANI et al., 2015).

2.4.1.1.2. Manganés peroxidase

Manganés peroxidase (MnP) é uma enzima extracelular do tipo glicoproteina,
gue depende de peroxido de hidrogénio e da disponibilidade de ions manganés para
sua atividade, e foi observada pela primeira vez em Phanerochaete chrysoporium
(MARTINEZ et al., 1996; WONG, 2009). As enzimas manganés peroxidases sao
encontradas na natureza (em micro-organismos, plantas e animais) e catalisam a
oxidacdo de uma grande variedade de substratos naturais e sintéticos (GIANFREDA,
BOLLAG, 2002).

O extraordinario potencial de degradacéo da enzima manganés peroxidase ndo
é limitado a lignina, também pode atuar em substancias derivadas da lignina, tais
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como substancias humicas, como organopoluentes diversos, incluindo xenobidticos
persistente. A MnP est4 entre as enzimas mais comuns que apresentam o maior
potencial para aplicacfes industriais, pois nestas enzimas, assim como, na lacase e
lignina peroxidase faltam especificidade por um substrato (DE SOUZA; PERALTA,
2003).

O mecanismo de agdo desta enzima se inicia com a ligacdo do peréxido de
hidrogénio com ferro nativo da enzima (complexo ferro-peréxido). Em seguida, ocorre
a ruptura da ligacdo O-O do peroxido, que necessita da transferéncia de dois elétrons
do grupo heme da enzima. Esta quebra resulta na formacédo do radical Fe**-oso
porfirina (MnP-I). A quebra da ligagdo entre os oxigénios do peroxido libera uma
molécula de agua. Em seguida ocorre uma reducdo formando MnP-Il. Um eletron é
doado (Mn?*) a este complexo intermediario e ocorre a oxidacdo a Mn3* e nova
liberacdo de uma molécula de agua. Esta molécula formada é estabilizada por acidos
organicos e age como um agente oxi redutor difuso que ataca as moléculas organicas
subtraindo um elétron (HOFRICHTER, 2002).

Entre os fungos produtores de MnP, séo citados: Pleurotus eryngii (MARTINEZ
et al., 1996), Phanerochaete chrysosporium (WARIISHI et al., 1992), Ceriporiopsis
subvermispora (CANALES et al., 1998), Aspergillus terreus (KANAYAMA et al., 2002),
Aspergillus niger (CONESA et al., 2002), T. harzianum (SOWMYA et al., 2014) e T.
viride (AFOLABI et al., 2010; GHORBANI et al., 2015)

Alguns trabalhos relacionam o aumento na producdo de MnP por espécies
fungicas por meio da interacdo destas com espécies de Trichodema, como foi visto
no trabalho de Hatvani et al. (2002) no qual T. aureoviride, T. harzianum e T. viride
foram testados em associagcao com Lentinula edodes e foi observado um aumento na
producdo da enzima. Mata et al. (2005) em trabalho semelhante também observaram
um aumento na producdo de MnP quando houve a interacdo de T. reesei e T. viride

com Pleurotus sp.
2.4.1.1.3. Lacase
Lacases sao polifenoloxidases com massa molecular de aproximadamente 70

kDa, que pertencem a familia de proteinas globulares multi-cobres que incluem

ascorbato oxidase, ceruplasmina e bilirrubina oxidases. Contém em sua estrutura de
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10 a 25% de carboidrato n-ligado, podendo ainda apresentar estruturas monomeéricas,
diméricas ou multiméricas, dependendo da espécie ou da isoforma. S&o enzimas que
reduzem o oxigénio molecular a agua e, simultaneamente, realizam oxidacdo de
elétrons de varios substratos, como polifenois, diaminas e alguns compostos
inorganicos (THURSTON, 1994; PIONTEK et al., 2002).

A acdo da lacase é garantida pela presenca de diferentes sitios de cobre
presentes na enzima. Usualmente as lacases de fungos contém quatro atomos de
cobre distribuidos em trés sitios de ligacdo diferentes, que séo identificados por
densidade eletronica (BALDRIAN, 2006). A catdlise realizada pela lacase ocorre em
trés etapas: (1) sitio | reducédo do cobre pelo substrato; (2) transferéncia de elétrons
do sitio de cobre | para sitio 1l e sitio Ill; (3) reducdo do oxigénio para a agua no
conjunto trinuclear (KUDANGA et al., 2011).

A lacase também pode atuar em substratos néo fendlicos através da inclusédo
de mediadores que sdo um grupo de compostos organicos de baixo peso molecular
gue podem ser oxidados pela lacase primeiro formando cation altamente ativo capaz
de oxidar compostos néo fendlicos que a lacase naturalmente ndo poderia oxidar. Os
mediadores sintéticos mais comuns sdo HBT (1-hidroxibenzotriazol), ABTS (2,2 -
azido-bis acido-3-etilbeniltioazolina-6-sulfénico) e VLA (Acido violdrico) (TAVARES,
2006; BRIJWANI et al., 2010). A capacidade desta enzima de catalizar diferentes
substratos aromaticos resultaram em um grande numero de aplicacdes
biotecnoldgicas. Estas incluem a descoloracéo e detoxificacdo de corantes téxteis e
efluentes, deslignificacéo de celulose, producéo de etanol, na remocéo de compostos
fendlicos de vinhos e outras bebidas, transformacéo de antibidticos, esterdides e
muitos compostos aromaticos (D’SOUZA-TICLO et al., 2009).

Sao produzidas por fungos, plantas superiores, insetos e bactérias, e foram
observadas pela primeira vez no exsudato da avore japonesa Rhus vernicifera e
alguns anos mais tarde foi também observada em fungos (BALDRIAN, 2006).

Nas plantas, lacases sdao encontradas em repolhos, nabo, batatas, péras,
macds e outros vegetais. Em fungos foram isoladas de Ascomycetes e
Basidiomycetes (SHRADDHA et al., 2011), entre eles, Trametes versicolor (CORDI et
al., 2007), Pleurotus ostreatus (MANSUR et al., 2003), Tricholoma mongolicum (MIAO
et al., 2010), Xylaria polymorpha (CHAPARRO et al., 2009), Aspergillus sclerotiorum
e Cladosporium cladosporioide (BONUGLI-SANTOS et al., 2010), T. atroviride, T.
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longibrachiatum e T. viride (GOCHEV; KRASTANOV, 2007), T. harzianum (SOWMYA
et al., 2014), T. erinaceum (INGLE; MISHRA, 2016), T. asperellum (SHANMUGAM et
al., 2017) e T. lixii (ADNAN et al., 2017).

Trichoderma sp. sdo conhecidas como excelentes produtoras de lacase, e
devido a este potencial séo realizadas diversas pesquisas relacionadas a producéo
da enzima por este género. Sadhasivam et al. (2009) avaliaram a capacidade da
lacase produzida por T. hazianum em descolorir corantes de varias classes. Em
estudo semelhante realizado por Shanmugam et al. (2017), a lacase produzida por T.
asperellum foi utilizada para otimizacdo da degradacédo do corante catiénico Violeta
Cristal, obtendo excelentes resultados. E Divya et al. (2014) analisaram a producéo
de lacase por cepas de T. viride isoladas de estuarios de Kerala, na india, um

ambiente altamente salino e poluido com compostos fendlicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRO-ORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

Para os estudos taxonémicos e biotecnoldgicos foram utilizados 51 e 50
isolados, respectivamente, de diferentes espécies de Trichoderma preservados na
Micoteca URM (Departamento de Micologia, Centro de Biociéncias, Universidade
Federal de Pernambuco - UFPE, Brasil), provenientes de diferentes substratos. As
amostras foram mantidas em meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) contido em
tubos de ensaio até a utilizacao.

3.2 ANALISE MORFOFISIOLOGICA

Para confirmacdo taxonémica dos isolados de Trichoderma depositados na
Micoteca URM, foi realizada a andlise morfofisiol6gica. Desta forma, as taxas de
crescimento foram determinadas em BDA (Batata Dextrose Agar, Difco) a 30, 35, 40°C
e em SNA (Synthetic Low-Nutrient Agar) a 35°C, ao abrigo da luz. Para preparar o
inoculo, as culturas foram incubadas a 25°C durante trés dias, em meio Agar Fuba
com 2% de Dextrose (AFD) contido em placas de Petri. Apos sete dias foi retirado o
in6culo de 6 mm de diametro e colocado a uma distancia de 10 mm da borda da placa.
As medicdes e a deteccdo da producéo de 6- pentil pirona (odor de coco) das coldnias
foram realizadas apdés 96h de crescimento. As caracteristicas morfolégicas
microscopicas (medicdo dos conidios e fidlides, presenca de clamiddsporo, hifa
estéril) foram observadas em microscopia de luz a partir de culturas crescidas por
guatro dias em BDA a 25°C, com 12h de luz fluorescente e 12h no escuro, a partir de
laminas preparadas com acido latico 85-90%. (SAMUELS et al., 2012).

3.2.1 Anédlise dos dados fenotipicos

Foi aplicada uma analise de agrupamento e foi construido um dendrograma de
relacdo fenotipica. A andlise foi realizada com os caracteres fenotipicos que
apresentaram pelo menos alta associacdo com cada espécie de Trichoderma, tais

como: forma dos conidios, ornamentacao, cor, comprimento e largura, comprimento e
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largura da base das fidlides e presenca de hifas e clamiddsporos estéreis e diametro
da coldénia em BDA a 30, 35 e 40°C e SNA a 35°C. A andlise foi feita usando o
agrupamento hierarquico com o método de ligacdo completo e foi realizada com o
pacote estatistico JMP 8.0.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

3.3 ANALISE MOLECULAR

3.3.1 Extracdo do DNA e amplificacdo da regido ITS1-5,8S-ITS2 e do gene tefl

Para extracdo do DNA, os fungos foram cultivados em Meio Minimo liquido a
28 °C por 96h sob condicéo estatica, em seguida, foi realizada a filtracdo e o micélio
coletado e utilizado para a extracdo do DNA gendémico pelo método de Griffiths et al.
(2000).

As reacdes de amplificacdo da regido ITS1-5,8S-ITS2 e do gene tefl (fator de
alongamento da traducédo 1- alfa) foram conduzidas em volume de 50 ul utilizando
tampéo da Taq DNA polimerase 1X, 1,5 mM de MgClz; 0,4 uM de cada primer, 0,2
mM de dNTPs, e 0,2 U de Tag DNA polimerase e 25 ng de DNA. Os primers utilizados
foram ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3) e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC-3’) descritos por White et al. (1990) e EF1-728F (5’-CAT CGA GAAGTT
CGA GAA GG-3’) descrito por Carbone e Kohn (1999) e tefl rev (5-GCC ATC CTT
GGA GAT ACC AGC-3’) descrito por Samuels et al. (2002).

Os parametros dos ciclos térmicos consistiram em desnaturacédo inicial de 94
°C por 2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo 94 °C por 30 s; anelamento a 55
°C por 30 s; extenséo a 72 °C por 1 min e extenséao final a 72 °C por 10 min (SAMUELS
et al. 2002). Os produtos da amplificacdo foram visualizados a partir de eletroforese
em gel de agarose (1%) corados com 0,5 pg de GelGreenTM /ml, sob luz UV,
fotografados e posteriormente purificados utilizando o kit Fermentas®, para serem
sequenciados na Plataforma de Sequenciamento do Laboratério Central do Centro de

Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3.3.2 Alinhamento das sequéncias e analises filogenéticas

Os eletroferogramas foram analisados e editados no software Staden Package
2.0 (STADEN et al., 1998) e as sequéncias obtidas foram utilizadas para busca das
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mais similares depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool). As sequéncias experimentais da regido ITS e do gene tefl
foram alinhadas e editadas em conjunto com as recuperadas da base de dados
utilizando o programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). A arvore filogenética foi
construida por meio do método de neighbor joining (NJ) e méxima parcimdnia (MP),
com 5000 reamostragens de bootstraputilizando o programa MEGA 5.

3.4 EFLUENTE TEXTIL E CORANTE

O efluente téxtil foi coletado diretamente dos tanques de armazenamento em
uma Indastria de beneficiamento de jeans localizada polo téxtil Toritama,
Pernambuco, Brasil. Apds a coleta, o efluente foi refrigerado a 4°C para a realizacao
da andlise fisico-quimica pelo Laboratoério de Engenharia Ambiental e de Qualidade —
LEAQ — do Departamento de Quimica da UFPE (Tabela 1) e para os ensaios de
descoloracdo. O corante sintético utilizado foi indigo Carmine da Sigma Aldrich (St.
Louis, EUA).

Tabela 1 — Analise fisico-quimica do efluente téxtil coletado em uma Industria de beneficiamento de
jeans em Toritama — PE, Brasil

Anélises DQO DBO Cor Turbidez H SD
(mg de O2/l) (mg de O2/1) (HAZEN) (NTU) b (mi/l)
Efluente 3192,5 54,1 448,0 0,19 511 7,0

DQO - Demanda Quimica de Oxigénio, DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio e SD — Sélidos

Sedimentaveis

3.5 ENSAIO DE DESCOLORACAO DO CORANTE TEXTIL

Para avaliagdo da descoloracdo do corante téxtil por isolados de Trichoderma,
discos de 6 mm de diametro das culturas fungicas (50 linhagens de Trichoderma)
crescidas em meio de cultura BDA a 30°C por 7 dias, foram transferidos para frascos
de Erlenmeyers (125 ml) contendo 30 ml do meio Malte acrescido do corante indigo
Carmine (0,05% m/v) e incubados no escuro, a 28°C por 8 dias. Ao término deste

periodo, a biomassa produzida foi separada por filtragcdo em membrana Millipore (0,45
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um) e o filtrado utilizado para a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 650
nm. O meio contendo corante nao inoculado foi utilizado como controle (SILVA, 2012).

3.5.1 Avaliacéo da descoloracdo do corante téxtil

A percentagem de descoloracdo do corante indigo Carmine foi calculada de

acordo com a seguinte férmula (MIRANDA et al., 2013):

_ AbsTy — AbsTy

Dy, = 100
L AbsT,

Onde D% = percentual de descoloracéo;
AbsTo= Absorbéancia inicial;

AbsTx = Absorbancia final.

3.6. ATIVIDADE DE ENZIMAS OXIDATIVAS EM MEIO LIQUIDO

Para determinar a atividade das enzimas oxidativas, lacase (Lac), lignina
peroxidase (LIP) e manganés peroxidase (MnP), discos de 6mm de diametro das
culturas fangicas (incubadas a 30°C durante 7 dias) foram inoculados em frascos de
Erlenmeyers (125 ml) contendo 50 ml do meio de cultura basal para a producdo das
enzimas (modificado), contendo: 0,10 g de glicose, 0,15 g de extrato de levedura, 4,5
g de farelo de trigo e 0,05 g de NH4CI, pH 6,0 (BONUGLI-SANTOS et al., 2010).

A incubagé&o ocorreu em condicdo estatica, ao abrigo da luz, a 28°C por oito
dias. Ao término deste periodo, a biomassa foi separada por filtragio em membrana
Millipore (0,45 pum) e o filtrado foi utilizado para a determinagéo da atividade de cada

enzima por meio da leitura da absorbancia em espectrofotémetro.
3.6.1. Ensaios enzimaticos
A atividade de Lacase foi mensurada a partir da oxidacdo do 2,2-azino-bis-

etilbentiazolina (ABTS), pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 420nm em
espectrofotometro (Hitachi U-5100). Para preparacao da mistura foi utilizado 0,8 ml de
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ABTS (0,03 % v/v), 0,1 ml de tampé&o acetato de sédio (0,1 M, pH 5,0) e 0,1 ml do
extrato enzimatico (BONUGLI-SANTOS et al., 2010).

A atividade de Lignina Peroxidase foi determinada a partir oxidacdo do alcool
veratrilico utilizado como substrato, para isto utilizou-se 1 ml de solu¢cdo tampéo
tartarato de sodio (125 mM pH 3,0), 500 ul de alcool veratrilico (10mM), 500 pl de
peroxido de hidrogénio (2 mM) e 500 ul de extrato enzimético. A reacgéo foi iniciada
pela adicdo do peréxido de hidrogénio a mistura e o aparecimento de veratraldeido foi
determinado a 310 nm em espectrofotdbmetro (ARORA; GILL, 2001).

A atividade da enzima Manganés Peroxidase foi mensurada utlizando a
metodologia de medicdo da oxidacao do vermelho de fenol (KUWAHARA et al., 1984).
A mistura de reacao foi composta de 500 pl de extrato enziméatico, 100 ul de vermelho
de fenol, 100 pl de lactato de sodio (250 mM), 200 pl de albumina bovina (0,5 % p/v),
50 ml de sulfato de manganés (2 mM) e 50 ml de peréxido de hidrogénio (2 mM) em
tampao succinato de sédio (20 mM, pH 4,0). As reacdes ocorreram a 30°C por 5
minutos e foram interrompidas pela adicdo de NaOH 2N (40 pl) e a atividade lida em
espectrofotometro a 610 nm.

Para todos os ensaios enziméticos uma unidade de enzima foi definida como a
liberacdo de 1,0 umol do produto formado por minuto sob as condi¢cdes do ensaio. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas
pelo Teste de Tukey a 5 % de probabilidade no Programa ASSISTAT (SILVA,;
AZEVEDO, 2009).

3.7 BIOTRATAMENTO DO EFLUENTE TEXTIL

3.7.1 Ensaio de descoloracéo do efluente téxtil

A fim de avaliar o efeito da esterilizacado do efluente sobre a descoloracéo de
corante presente no efluente téxtil, foram preparados trés ensaios, onde trés discos
de 6mm de didmetro das culturas fungicas (crescidas em BDA a 30°C durante 7 dias)
foram inoculados em frascos Erlenmeyer (125ml) contendo 30 ml do efluente téxtil
puro no primeiro ensaio, com efluente téxtil acrescentado de farelo de trigo (0,5 % m/v)
no segundo ensaio e com efluente téxtil acrescentado de 0,59 de extrato de levedura/l,

no terceiro ensaio. Apds a inoculagdo, os fracos foram incubados em condi¢éo
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estatica, no escuro, a 28°C por oito dias. Apos esse periodo, aliquotas de 2ml foram
retiradas a partir dos frascos Erlenmeyer e centrifugadas a 1035xg por 15 min a 4°C,
para a verificacdo da descoloracéo de efluente téxtil a partir da leitura da absorbancia

(660 nm) em espectrofotdbmetro.

3.7.2 Delineamento experimental e otimizacdo da descoloracéo do efluente téxtil

Os isolados mais promissores foram avaliados quanto a influéncia dos
seguintes parametros na degradacao do efluente téxtil: temperatura, concentracao da
fonte de nitrogénio (extrato de levedura) e pH, para selecionar a melhor condicao de
degradacdo (MOHANA et al., 2008; PATRICK et al., 2011) (Tabela 2). O experimento
foi realizado em um planejamento fatorial completo 23 com niveis -1 e +1 e cinco
pontos centrais (zero), utilizando o Programa STATISTICA verséo 13 (2015). ApGs a
inoculagéo, os frascos foram incubados em condicdes estaticas e no escuro, durante

um periodo de 8 dias.

Tabelas 2 — Niveis e varidveis independentes que foram escolhidas para o estudo de melhores
condicdes de descoloracdo do efluente téxtil

L . Niveis
Fator Variaveis Unidade =) 0 ")
A Temperatura °C 25 30 35
B Extrato de levedura g.L? 0,5 1,0 15
C pH pH 50 6,0 7,0

3.7.3 Avaliagdo da descoloracgao do efluente

A percentagem de descoloracdo do efluente téxtil foi calculada de acordo com
a seguinte formula (MIRANDA et al., 2013):

_ AbSTO - AbSTX

Dy, = 100
% AbsT, x

Onde D% = percentual de descoloracgéo;
AbsTo= Absorbancia inicial;

AbsTx = Absorbancia final.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE MORFOFISIOLOGICA E MOLECULAR

Cinguenta e um isolados de fungos obtidas da Micoteca URM e pertencentes
ao género Trichoderma foram avaliadas. Os dados obtidos a partir da anélise
morfofisiolégica (Tabela 3) mostram uma clara dificuldade de agrupamento das
linhagens por meio dessas caracteristicas observadas, quando se utilizou uma analise
de agrupamento (Figura 3).

Sabe-se que, devido a homoplasia (isto €, a evolucdo convergente que cria
tracos analogos,com forma semelhante, mas que ndo estavam presentes no ultimo
ancestral comum) de caracteres morfolégicos, € muitas vezes impossivel discriminar
espécies de Trichoderma. Nao obstante, para outros grupos taxonémicos fungicos, o
agrupamento estatistico de tracos fenotipicos, como forma de conidios, ornamentacao
e dimensdes (comprimento e largura) € normalmente um dado muito bom para a
identificacdo de espécies quando combinado com outras caracteristicas
(RODRIGUES et al., 2011; SILVA et al., 2015).

E bem conhecido que a variacdo geral nas dimenses dos conidios em
Trichoderma nao é grande. Contudo, as espécies relacionadas podem muitas vezes
ser separadas por diferencas de tamanho ligeiras mas consistentes. O conidio de
parede lisa pode ser visto na maioria das espécies quando observadas em
microscoépio de luz, embora muitas espécies, que tenham conidios aparentemente de
parade lisa, tenham na verdade conidios com parede delicadamente ornamentada,
guando examinadas em microscopio eletrénico de varredura (MEV).

Na maioria das espécies, as fidlides terminais tendem a ser mais alongadas e
mais estreitas, e frequentemente mais ou menos subuladas, ou seja, estreita na base
e afilando uniformemente na ponta. Clamidésporos sdo comuns em muitas espécies,
e eles tendem a ser uniformemente globoso ou elipsoidal, terminal e intercalar, de
paredes lisas, incolor, amarelado ou esverdeado, e medindo 6-15um diametro na
maioria das espécies. Hifas vegetativas mostram poucos caracteres Uteis para

identificacdo (Figura 4).
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Tabela 3 — Caracteres morfofisioldgicos utilizados para a revisédo taxonémica de espécimes de Trichoderma depositadas na Micoteca URM

- - Culturaem

NGmero da Conidio Falide s Gemidosporo Culturaem BDA (mm) SNA (mm) Odorde
linhagem _ - ~ Coloracs Omw(Errlnw;ento Largura (um) Com(w E&ggz rcri]e)t XC  3IJFC  A0°C 35C €0Co

URM3343  Globosoasubgioboso Fnamente verucoso Verde 2834 22271 85102 2026 Ausente Ausente 730 140 (] 6,0 Ausente
URM3735  Globosoasubgioboso Liso Verde 3541 2,732 85102 2631 Ausente Ausente 440 1] ] (] Presente
URM3734  Globosoasubgioboso Liso Verde 3541 2,732 85102 2631 Ausente Ausente 710 1] (] (] Presente
URM6625  Globosoasubgiobaso Liso Verde 2834 2732 85102 1820 Ausente Ausente 690 1] 0] 4] Ausente
URM4162 Elipsoidal Liso Verde 4248 2,732 6885 1820 Ausente Presente 730 200 10/] 170 Ausente
URM 3341 Subgloboso a ovoidal Liso Verde 3541 2,732 102119 2026 Presente Presente 50 1] /] 10/] Ausente
URM3476  Subgiobosoaovoidal Liso Verde 3541 2732 102119 2026 Presente Presente 630 (/] %] %] Ausente
URM5351  Subgiobosoaovoidal Liso Verde 2427 1822 85102 1820 Presente Presente 750 350 %] 360 Ausente
URM6668  Subgiobosoaovoidal Liso Verde 2834 2227 6885 1820 Ausente Presente 790 440 %] 380 Ausente
URM3935  Subglobosoaovoidal Liso Verde 2427 1822 102119 2026 Ausente Ausente 580 200 4] 140 Ausente
URMS5574  Subgloboso aovoidal Liso Verde 2834 1822 6885 1820 Presente Ausente 650 70 4] 60 Ausente
URMA4463  Subglobosoaovoidal Liso Verde 2834 1822 85102 1820 Ausente Ausente 780 290 0] 290 Ausente
URM2842  Subgloboso aovoidal Liso Verde 2834 2227 102119 2026 Ausente Ausente 710 130 0] 100 Ausente
URM6669  Subgiobosoaovoidal Liso Verde 2427 1822 102119 2026 Ausente Ausente 580 170 %] 120 Ausente
URM5158 Elpsoidal Liso Verde 3541 2227 102119 2631 Ausente Presente 830 830 310 800 Ausente
URM 6656 Subgloboso a.ovoidal Finamente verucoso Verde 2334 22277 85102 2026 Ausente Presente 770 220 10/] 180 Presente
URM 3492 Subgloboso a.ovoidal Liso Verde 2334 2,732 102-119 1820 Presente Presente 640 250 10/] 90 Ausente
URM3606  Globosoasubgiobaso Liso Verde 3541 2732 136152 2026 Ausente Ausente 540 120 @ 30 Ausente
URM 3276 Oblonga Liso Verde 3541 2732 51638 2631 Presente Presente 670 90 @ @ Ausente
URM3280  Globosoasubgoboso  Finamente venucoso Verde 2834 2227 102119 1820 Ausente Presente 670 90 @ 70 Presente
URM6239  Globosoasubgoboso  Finamente verucoso Verde 2834 3236 85102 1820 Ausente Ausente 770 240 @ 16,0 Presente
URM3086  Globosoasubgioboso Finamente verucoso Verde 2834 22277 102-119 1820 Ausente Presente 510 310 10/] 230 Ausente
URM4926  Globosoasubgioboso Fnamente verucoso Verde 2334 3236 85102 1820 Presente Presente 710 320 10/] 270 Ausente
URM 3197 Subgloboso a.ovoidal Finamente verucoso Verde 2834 22277 102-119 2631 Ausente Presente 520 240 10/] 180 Ausente
URM4950  Globosoasubgioboso Liso Verde 3541 2,732 85102 2631 Ausente Ausente 770 1] 10/] [0/] Presente
URM3601  Globosoasubgobaso Liso Verde 3541 2732 85102 2631 Ausente Ausente 800 1] @ 4] Presente
URM3270  Globosoasubgiobaso Liso Verde 3541 2732 85102 2631 Ausente Ausente 400 1] @ @ Ausente
URM4172 Elipsoidal Liso Verde 4248 32-36 6885 1820 Ausente Presente 46,0 90 %] 80 Presente
URM4722  Subgloboso aovoidal Liso Verde 3541 2732 102119 2026 Presente Presente 420 1] 4] 4] Ausente
URM4475 Subgloboso aovoidal Liso Verde 2427 1822 102-119 2026 Ausente Ausente 680 170 [0/] 130 Ausente
URM 5482 Subgloboso aovoidal Liso Verde 2427 1822 102-119 2026 Ausente Ausente 570 310 [0/] 280 Ausente
URM4720  Globosoasubgioboso Liso Verde 2427 22271 85102 2026 Ausente Ausente 640 150 [0/] 110 Ausente
URM 6266 Subgloboso aovoidal Liso Verde 2427 1822 5168 1820 Ausente Presente 790 280 [0/] 110 Ausente
URM4328  Subgloboso aovoidal Liso Verde 2427 1822 102119 2026 Ausente Ausente 500 80 4] 80 Ausente
URM3487  Globosoasubgioboso Finamente venucoso Verde 2834 2227 102119 1820 Ausente Presente 740 280 %) 240 Presente

Continua...
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Continuacao...

NGmero da Conidio Fialide el Gamid Culturaem BDA (mm) CS)J,\:X E?n?rnr; Odorde
finhagem - - o oo g Hifaestéri lamidosporo coco
Foma Omamentagdo Coloragdo (LC m| )E' 0 Largura (um) (E ml )'E' 0 Base (um) 3°C  3BC 40C 35°C
URM3271  Globosoasubgioboso Finamente venmucoso Verde 2834 3236 85102 1820 Ausente Ausente 65,0 260 /] 150 Presente
URM 3831 Elipsoidal Liso Verde 4248 3236 6885 1820 Ausente Presente 500 140 (0] 110 Presente
URM3732 Elipsoidal Liso Verde 4955 2732 5168 2026 Ausente Ausente 750 750 560 770 Ausente
URM4723 Elipsoidal Liso Verde 3541 1822 6885 1820 Ausente Ausente 76,0 80 (%] 150 Ausente
URM4745 Elipsoidal Liso Verde 3541 1822 6,885 1820 Ausente Ausente 74,0 100 %] 170 Ausente
URM 3880 Elipsoidal Liso Verde 3541 1822 6,885 1820 Ausente Ausente 720 110 %] 130 Ausente
URM5007 Subgloboso aovoidal Finamente verucoso Verde 2834 2732 85102 2026 Ausente Ausente 780 240 %] 230 Presente
URMA4358  Globosoasubgioboso Finamente vermucoso Verde 3541 2227 102-119 1820 Ausente Presente 760 250 (%] 200 Presente
URM3934  Globosoasubgioboso Finamente vermucoso Verde 3541 2227 102-119 1820 Ausente Presente 750 230 (%] 210 Presente
URM5629 Subgloboso aovoidal Liso Verde 3541 2227 136152 1820 Ausente Presente 560 280 (] 270 Ausente
URM4210 Subgloboso aovoidal Liso Verde 3541 2732 136152 2026 Ausente Ausente 820 270 (] 240 Ausente
URM4466  Globosoasubglobaso Liso Verde 3541 2732 102119 2026 Ausente Presente 530 210 %] 200 Ausente
URM4951  Globosoasubglobaso Liso Verde 3541 2732 102119 2026 Presente Presente 66,0 430 %] 160 Ausente
URM 2820 Subgloboso aovoidal Liso Verde 2834 1822 6,885 2026 Ausente Ausente 74,0 230 %] 190 Ausente
URM4996  Globosoasubglobaso Liso Verde 4248 3236 85102 2631 Ausente Presente 69,0 350 %] 250 Ausente
URM 2596 Subgloboso aovoidal Liso Brancoa 3541 2,732 136-152 2631 Ausente Presente 730 280 %] 280 Ausente
amarelo

@ — N&o cresceu na temperatura indicada.
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Figura 3 — Dendrograma utilizando a andlise de agrupamento hierarquico (ligagdo média entre grupos)
de parentesco entre os isolados de Trichoderma com base nos dados da analise morfologica

URM 3734 [—
URM 6625 —
URM 3476 (—
URM 5574 | —
URM 3280 |
URM 3276 |—
URM 4950 —
URM 3601
URM 4723 —
URM 4745 [
URM 3880 [
URM 3343 —
URM 2842
URM 4475 — —
URM 4720 —
URM 4172 [—
URM 4328 —
URM 3881 [—
URM 3606 [—
URM 3270
URM 4722 —
URM 3735 —
URM 3341 —
URM 5482 [—
URM 5629 [—
URM 3086
URM 3492 —
URM 3271 —
URM 3935 [
URM 6669 [
URM 3197 [—]
URM 4466 — —
URM 5351
URM 6668 —]
URM 4358 —
URM 3934 (—
URM 6656 [—
URM 6239 —
URM 2820 —
URM 4162 —
URM 6266 —
URM 4926 —
URM 4996 —
URM 3487 —
URM 2596
URM 4463 |—
URM 4210 —
URM 5007 —
URM 4951 —

URM 5158
URM 3732 —J
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Figura 4 — Espécies de Trichoderma utilizadas neste estudo. A-E Estruturas microscépicas. A- T.
asperellum URM 3343; B- T.asperelloides URM 3086; C- T. atroviride URM 3601; D- T. ghanense URM
3732; E- T. longibrachiatum URM 5158; F- T. virens URM 4466. G-P Culturas em BDA (30, 35 e 40°C)
e SNA (35°C). G e J-URM 3343 em BDA a 30°C e SNA 35°C apo6s 96h; H e K - URM 3086 em BDA a
30°C e SNA 35°C ap6s 96h; 1 e L - URM 3601 e URM 4466 em BDA a 30°C ap6s 96h; M e N - URM
3732 e URM 5158 em BDA a 35°C apo6s 96h; O e P- URM 3732 e URM 5158 em BDA a 40°C apo6s 96h

[ oo (Ca (UU ) i ,‘r:»,.. V '\47"—\1 -
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Isto significa que a identificacdo baseada nas técnicas classicas pode ser
utilizada como abordagem presuntiva. No entanto, para obter uma boa e confiavel
identificacdo, a biologia molecular € necesséaria (OLIVEIRA et al.,, 2015). Como
consequéncia, no presente estudo, a informacao taxondémica foi revisada ao longo da
andlise de biologia molecular baseada nos fragmentos de 500 e 600 pares de bases
obtidos a partir das regifes ITS1-5.8S-ITS2 e do gene tefl do rDNA, respectivamente.

Através da andlise filogenética baseada na regido ITS, clados imprecisos foram
observados e os agrupamentos observados para algumas espécies de Trichoderma
nao estavam claros (Figura 5). Por exemplo, para espécies cripticas como T.
aspereloides e T. asperelum, a regido ITS nao foi suficientemente discriminatéria. Em
contraste, através da andlise do gene tefl as espécies T. aspereloides e T. asperelum
foram bem delineadas. Na Figura 6 € possivel observar 6 clados suportados com
bootstrap acima de 85%: Viride (Trichoderma koningiopsis, T. erinaceum e T.
atroviride), Hamatum (Trichoderma asperellum, T. asperelloides e T. hamatum);
Longibrachiatum (Trichoderma longibrachiatum e T. ghanense); Lone lineages
(Trichoderma spirale), Virens (Hypocrea virens / Trichoderma virens) e Harzianum
(Hypocrea lixii / Trichoderma harzianum).

Com base na identificacdo anterior disponivel nos registros da Micoteca URM,
os 51 isolados fungicos foram distribuidos em 6 espécies de Trichoderma, conforme
demonstrado na Tabela 4. Com base na analise de biologia molecular aqui
apresentada, foi possivel separd-los em 11 Espécies diferentes: Trichoderma
asperelloides (8 cepas), T. asperellum (4), T. atroviride (6), T. erinaceum (3), T.
ghanense (1), T. hamatum (4), T. harzianum (13), T. koningiopsis (4), T.
longibrachiatum (1), T. spirale (1) e T. virens (6) (Tabela 4). Em geral, apenas 10 dos
51 isolados (cerca de 20%) conservaram a sua identificacdo anterior, sdo eles T.
hamatum (URM 3492), T. harzianum (URM 4475, 5482, 4720, 6266 e 4328) e T. virens
(URM 4358, 3934, 3343 e 6656).

O conhecimento da distribuicdo geografica das espécies de Trichoderma é de
extrema importancia para a identificacdo correta, jA& que algumas espécies
apresentam distribuicdo retrita, como T. viride que € uma espécie relativamente rara
e restrita as regiées da Europa e América do Norte, e T. aureoviride que tem uma
distribuicao limitada ao norte da Europa (HOYOS-CARVAJAL E BISSETT, 2011).
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Algumas linhagens depositadas na Micoteca URM estavam identificadas como
T. viride e T. aureoviride, mas apds as analises foram reconhecidas com espécies
diferentes da identificacdo original. Desta forma, a utilizacdo de ferramentas
moleculares em conjunto com as ferramentas morfofisiolégicas foi de inestimavel
importancia para a caracterizacdo de espécies de Trichoderma pertencentes ao
acervo da Micoteca URM e provou a necessidade de constante atualizacao do acervo,
tendo em vista que a literatura referente a identificacdo de Trichoderma sofre

modifica¢des continuas com a frequente insercdo de novas espécies.

Tabela 4. Re-identificacdo de linhagens de Trichoderma da Micoteca URM apds caracterizagao
morfofisioldgica e molecular

- ~ . ~ Origem

URM Identlflca(;ao Ident!flpagao Anq d.e Substrato geografica
Revisada Original Depdsito :
(Brasil)
3280 T. asperelloides T. harzianum 1992 Solo Parana
6239 T. asperelloides T. harzianum 2010 Solo Pernambuco
. . Folha de R. =
3086 T. asperelloides T. harzianum 1989 gardenioides Sé&o Paulo
3487 T. asperelloides T. koningii 1994 Fezes de aves Pernambuco
3271 T. asperelloides T. koningii 1992 Desconhecido S&o Paulo
5007 T. asperelloides T. virens 2005 Solo Pernambuco
4358 T. asperelloides T. virens 2001 Solo Pernambuco
3934 T. asperelloides T. virens 1997 Agua Pernambuco
3343 T. asperellum T. aureoviride 1993 Desconhecido Pernambuco
6656 T. asperellum T. hamatum 2012 Solo c?rén Xtﬁfluente Pernambuco
4926 T. asperellum T. harzianum 2005 Argila Pernambuco
3197 T. asperellum T. harzianum 1990 Castanha do Para Para
3735 T. atroviride T. aureoviride 1997 Agua do rio Pernambuco
3734 T. atroviride T. aureoviride 1997 Agua do rio Pernambuco
6625 T. atroviride T. aureoviride 2012 Solo de Agrofloresta ~ Pernambuco
4950 T. atroviride T. harzianum 2005 Solo Pernambuco
3601 T. atroviride T. harzianum 1995 Desconhecido Parana
3270 T. atroviride T. harzianum 1992 Desconhecido S&o Paulo
4162 T. erinaceum T. aureoviride 1999 Rlzo_sfera de Pernambuco
Girassol
4172 T. erinaceum T. harzianum 1999 Rlzo_sfera de Pernambuco
Girassol

3881 T. erinaceum T. koningii 1997 Solo gee%uj;ra de Pernambuco
3732 T. ghanense T. koningii 1997 Agua do rio Pernambuco
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Tabela 4. (Cont.) Re-identificacao de linhagens de Trichoderma da Micoteca URM apés caracterizacao
morfofisioldgica e molecular

- ~ - ~ Origem
g P (Brasil)
. Rizosfera de V. ~
3341 T. hamatum T. aureoviride 1992 herbacea Sao Paulo
. Rizosfera de V. ~
3476 T. hamatum T. aureoviride 1993 herbacea Sao Paulo
3492 T. hamatum T. hamatum 1994 Fezes de aves Pernambuco
4722 T. hamatum T. harzianum 2003 Jardim de A. Alagoas
' ' cephalotes
5351 T. harzianum T. aureoviride 2006 Cana-de-acgUcar Unknown
6668 T. harzianum T. aureoviride 2012 Solo cc;rén Xtﬁfluente Pernambuco
3935 T. harzianum T. aureoviride 1997 Agua do rio Pernambuco
5574 T. harzianum T. aureoviride 2007 Sedmenio de Pernambuco
_manguezal
4463 T. harzianum T. aureoviride 2002 Agua do mar Pernambuco
2842 T. harzianum T. aureoviride 1986 Desconhecido Pernambuco
6669 T. harzianum T. aureoviride 2012 Solo cc;én Xtﬁfluente Pernambuco
4475 T. harzianum T. harzianum 2002 Areia da praia Pernambuco
5482 T. harzianum T. harzianum 2007 Desconhecido Sao Paulo
. . Jardim de A.
4720 T. harzianum T. harzianum 2003 Alagoas
cephalotes
6266 T. harzianum T. harzianum 2010 Solo de Agrofloresta  ~ Pernambuco
4328 T. harzianum T. harzianum 2001 Solo de mina Bahia
2820 T. harzianum T. viride 1985 Bagagt;ggcgina—de- Alagoas
3606 T. koningiopsis T. hamatum 1995 Desconhecido Parana
4723 T. koningiopsis T. koningii 2003 Jardim de A. Alagoas
’ giop ’ 9 cephalotes 9
L L Jardim de A.
4745 T. koningiopsis T. koningii 2003 cephalotes Alagoas
3880 T. koningiopsis T. koningii 1997 Solo gee%ujit;ra de Pernambuco
5158  T.longibrachiatum  T.aureoviride 2005 Cimento Pernambuco
3276 T. spirale T. hamatum 1991 Sorgo Pernambuco
5629 T. virens T. hamatum Desconhecido Parana
4210 T. virens T. virens 1999 Rlzo_sfera de Pernambuco
) Girassol
4466 T. virens T. virens 2002 Agua do mar Pernambuco
4951 T. virens T. virens 2005 Solo Pernambuco
4996 T. virens T. virens 2005 Solo Pernambuco
2596 T. virens T. viride 1980 Desconhecido Pernambuco
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Figura 5 — Reconstrucao filogenética das sequencias obtidas de linhagens de Trichoderma da Micoteca
URM a partir do alinhamento de nucleotideos relativos a combinacdo dos fragmentos ITS | + 5.8S +
ITSII (rDNA). Hyphomyces subiculosus foi o grupo externo.Valores de bootstrap (em %) foram gerados
a partir do método de Maxima Verossimilhanca e do método de Maxima Parcimbnia com as distancias
de Kimura 2-parametros (1000 bootstraps), respectivamente. Somente valores acima de 50% sé&o
apresentados.
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Figura 6 — Reconstrucdo filogenética de linhagens de Trichoderma da Micoteca URM a partir do
alinhamento de nucleotideos relativos a combinacao dos fragmentos tefl. Hyphomyces subiculosus foi
0 grupo externo. Valores de bootstrap (em %) foram gerados a partir do método de Maxima
Verossimilhanca e do método de Maxima Parcimdnia com as distancias de Kimura 2-parametros (1000

bootstraps), respectivamente. Somente va
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4.2 TRATAMENTO BIOLOGICO DE CORANTE E EFLUENTE TEXTIL

4.2.1 Descoloracéo de Indigo Carmine

Os fungos podem utilizar diferentes mecanismos para realizar a degradacao
completa de corantes e outros poluentes ambientais. A biossorgéo, biodegradacao,
bioacumulacao e mineralizacdo enzimatica pela acdo da lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase sdo processos pelos quais os fungos removem a cor dos
efluentes (TRIPATHI et al., 2013).

Entre os 50 isolados de Trichoderma estudados, 18 apresentaram acima de
70% de descoloracéo do corante téxtil indigo Carmine. Trés isolados apresentaram
valores maiores que 90% de descoloracdo, com destaque para T. atroviride (URM
3270, 3735 e 6625) que apresentaram, respectivamente, 96,86, 94,61 e 93,57 % de
descoloracdo do corante testado (Tabela 5). Estes resultados corroboram os
anteriores obtidos por Adnan et al. (2017) para um isolado de T. atroviride, isolada de
casca de arvore em uma floresta da Malasia. Nesse caso, 0s autores obtiveram
resultados semelhantes com 91,1% de descoloracéo para o corante Reactive Black 5.
Além disso, eles avaliaram a biodegradac¢éo dos corantes antraquinénicos, Vermelho
Alizarina S e Verde Quinizarina SS por Trichoderma lixii F21 e obtiveram 77,78 e
98,31% de descoloracao, respectivamente.

Em contraste, T. asperelloides URM 3086, 3934 e 5007, T. asperellum URM
6656, T. hamatum URM 4722, T. koningiopsis URM 3606 e T. virens URM 4466 néo
descoloriram o corante indigo Camine (Tabela 5). Estes resultados ocorreram devido
ao fato dos isolados pertencentes a estas espécies necessitarem de mais tempo para
serem adaptadas ao ambiente poluido para poderem descolorir o efluente. Gajera et
al. (2015) obtiveram resultados semelhantes quando avaliaram a capacidade de
descoloracdo de corantes por T. viride e T. harzanium isolados de rizosfera
contaminada com um efluente téxtil industrial na india. Neste caso, isolados
pertencentes a estas duas espécies necessitaram de um periodo superior a 12 dias
para descolorir completamente corantes azo reativos, tais como Red HE7B, Violet
Reactive 5, Black Red-B, Azul Escuro e Azul Claro H2GP HEG.
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Tabela 5 — Percentual de descoloragdo (D%) do corante téxtil indigo Carmine por espécies de
Trichoderma da Micoteca URM

URM Espécies D% URM Espécies D%
3280 T. asperelloides 73,22 4722 T. hamatum 0
6239 T. asperelloides 9,70 5574 T. harzianum 23,52
3086 T. asperelloides 0 4463 T. harzianum 82,88
3487 T. asperelloides 65,07 3935 T. harzianum 87,99
3271 T. asperelloides 32,27 5351 T. harzianum 3,36
3934 T. asperelloides 0 6668 T. harzianum 70,05
5007 T. asperelloides 0 2842 T. harzianum 74,64
4358 T. asperelloides 43,80 6669 T. harzianum 0,91
3343 T. asperellum 5,39 6266 T. harzianum 32,74
6656 T. asperellum 0 5482 T. harzianum 88,18
4926 T. asperellum 71,92 4328 T. harzianum 77,12
3197 T. asperellum 8,15 4720 T. harzianum 42,25
3734 T. atroviride 56,42 4475 T. harzianum 34,20
6625 T. atroviride 93,57 2820 T. harzianum 59,97
3735 T. atroviride 94,61 3606 T. koningiopsis 0
4950 T. atroviride 80,38 3880 T. koningiopsis 79,78
3270 T. atroviride 96,86 4723 T. koningiopsis 43,04
3601 T. atroviride 40,45 4745 T. koningiopsis 69,67
4162 T. erinaceum 54,04 5158 T. longibrachiatum 57,97
4172 T. erinaceum 32,52 4951 T. virens 65,36
3881 T. erinaceum 74,14 4466 T. virens 0
3732 T. ghanense 70,62 4210 T. virens 33,38
3341 T. hamatum 66,91 5629 T. virens 74,68
3476 T. hamatum 75,72 2596 T. virens 4,98
3492 T. hamatum 0,54 4996 T. virens 71,70

4.2.2 Atividade das enzimas oxidativas

A avaliacdo da atividade das enzimas oxidativas (Lac, LiP e MnP) foi realizada
pelos fungos selecionados que apresentaram percentuais acima de 70% de
descoloracéo do corante téxtil indigo Carmine. Apds a anélise foi possivel observar
gue houve diferenca entre as atividades de Lac, LiP, MnP, para a maioria dos isolados,
com excecéo de T. atroviride (URM 6625 e URM 4950) e T. harzianum (URM 6668 e
URM 4328), e também na interagdo entre as medias das trés enzimas estudadas,
comprovando que a maioria dos isolados testados foram melhores produtores de LiP,
guando em comparacdo com a atividade de Lac e MnP por estes fungos (Tabela 6).

Em estudo realizado por Adnan et al. (2015) a linhagem T. atroviride FO3 nao
apresentou atividade de LiP e MnP, diferente dos resultados obtidos neste estudo no
gual a melhor atividade de LiP foi obtida por T. atroviride URM 3735 que teve uma

producédo de 1307,0 U.L'1, seguido por T. harzianum URM 2842 com uma atividade
de 924,0 uL'e por T. virens URM 4996 com a uma atividade de 844,0 uL". E para

a atividade MnP, que a melhor média foi 875,3 U.L'1, obtida pelo isolado T. erinaceum
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URM 3881, seguida por T. atroviride URM 4950 e 3735 com atividade de 680,0 U.L'1

e 617,3 U.L'1, respectivamente.

Tabela 6 — Producdo de enzimas oxidativas (U.L'l) por espécies de Trichoderma da Micoteca URM

URM Especies Lacase L|gn_|na Mang.anes
peroxidase peroxidase
3280 T. asperelloides 1,7aC 760,0 cdA 379,3 defB
4926 T. asperellum 8,3aC 517,3 fghA 366,0 defgB
6625 T. atroviride 1,3aB 692,0 deA 90,7 jIB
3270 T. atroviride 2,0aC 758,0 cdA 394,0 defB
3735 T. atroviride 8,3aC 1307,0 aA 617,3 bcB
4950 T. atroviride 2,3aB 750,0 cdA 680,0 bA
3881 T. erinaceum 10,0 aC 378,7 iB 875,3 aA
3732 T. ghanense 1,7aC 766,3 cdA 298,0 fghB
3476 T. hamatum 1,0aC 593,3 efgA 92,7jIB
2842 T. harzianum 2,3aC 924,0 bA 176,0 hijB
3935 T. harzianum 1,3aC 480,0 ghiA 143,3ijB
4463 T. harzianum 1,7 aC 758,7 cdA 232,0 ghiB
6668 T. harzianum 3,0aB 440,0 hiA 0,01B
4328 T. harzianum 2,7 aB 378,0 iA 4427 deA
5482 T. harzianum 2,7aC 631,3 defA 369,3 defB
3880 T. koningiopsis 7,7aC 645,3 defA 146,0ijB
4996 T. virens 15,7 aC 844,0 bcA 329,3 efgB
5629 T. virens 1,7aC 612,7 efgA 500,0 cdB

Médias seguidas pelas mesmas letras, mindscula (vertical) e mailscula (horizontal), ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Avaliando a atividade de Lac, foi possivel observar que ndo houve diferenca
significativa entre as médias de atividade de Lac pelas espécies de Trichoderma,

porém, o isolado T. virens URM 4996 apresentou uma producao de 15,7 u.L” de Lac,
média numericamente maior que as demais apresentadas (Tabela 6). Adnan et al.
(2015) em estudo da producdo das enzimas oxidativas por T. atroviride FO3,
observaram que este isolado produziu 0,0058 U.L! de lacase apés 4 dias de
experimento, e que esta producéo estava diretamente relacionada a biodegradacao
do corante téxtil Preto Reativo 5. No entanto, resultados mais significativos foram
obtidos por Adnan et al. (2017), com a producdo de lacase por T. lixii atingindo o
maximo de 83,12 U.L* no 4° dia incubacéo. No presente estudo foram analisadas a
atividade de Lac de quatro isolados de T. atroviride (URM 3270, 3735, 4950 e 3881),

apos 8 dias de experimento, e estas apresentaram as atividades de 1,3, 2,0, 8,3 e 2,3

uL’, respectivamente.
Os isolados URM 4926, 3735, 4950, 3881, 2842 e 4996 que apresentaram 0s

melhores resultados para uma ou mais enzimas ligninoliticas, foram selecionados
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para a etapa de avaliagdo da degradacédo do efluente téxtil proveniente de uma
lavanderia de jeans no municipio de Toritama-PE, Brasil (Figura 7).

4.2.3 Tratamento do efluente téxtil

As seis estirpes de Trichoderma acima mencionadas, que foram as melhores
produtoras enzimaticas, foram selecionadas para descolorir o efluente téxtil,
caracterizado por uma elevada carga orgéanica, uma vez que os parametros DQO e
BOD sé&o superiores ao normal aceito para eliminacdo de aguas residuéarias (DQO
<250 mg.L't e DBO <30 mg L) (Tabela 1).

De acordo com os resultados obtidos, T. atroviride URM 4950 apresentou o
melhor desempenho na descoloracdo de a) efluente téxtil (84,6%) e b) efluente téxtil
suplementado com extrato de levedura (65,4%) (Figura 7). Além disso, T. asperellum
URM 4926 apresentou um bom desempenho (84,6%) na descoloracdo quando foi
utilizado efluente téxtil suplementado com farelo de trigo.

Quando o efluente foi suplementado com farelo de trigo, a taxa de descoloracao
foi maior para os isolados T. atroviride URM 3735 (43,0%), T. erinaceum URM 3881
(35,6%) e T. virens URM 4996 (23,8%), respectivamente (Figura 7).

De acordo com Saravanakumar e Kathiresan (2014), observou-se uma grande
taxa de descoloracao (89%) de corante Malachite Green apds 10 dias de incubacéo
de T. harzianum TSK8 (JQ809340), quando este isolado foi cultivado em meio
suplementado com 5,8 mg.L! de extracto de levedura. Adnan et al. (2015) avaliaram
o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na descoloracdo do corante téxtil
Reactive Black 5 por T. atroviride, e os autores observaram que o extrato de levedura
foi uma boa fonte de nitrogénio para o crescimento de T. atroviride e para estimula-lo
a descolorir até 91,1% do corante Reactive Black 5. Além disso, os autores avaliaram
a descoloracdo do corante usando nitrato de amonio e cloreto de aménio e, em
contraste, observaram apenas uma taxa de descoloracdo de 29,1% e 71,7%,

respectivamente.
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Figura 7 — Descoloracao (%) do efluente téxtil de lavanderias de jeans por espécies de Trichoderma da
Micoteca URM
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4.2.3.1 Otimizacdo da descoloracdo do efluente téxtil usando delineamento

experimental

Ao término do ensaio com efluente téxtil foram selecionadas duas linhagens
promissoras, uma na descoloracao T. atroviride URM 4950 e a outra na producéo de
enzimas oxidativas, que foi T. atroviride URM 3735. O delineamento experimental foi
usado para avaliar os principais efeitos e interacdes dos trés fatores escolhidos
(temperatura, concentracdo de extrato de levedura e pH) agindo sobre o fator de
resposta, o percentual de descoloracéo do efluente téxtil.

Apbs a conclusdo do delineamento experimental, verificou-se que, entre os 26
experimentos, apenas trés apresentaram acima de 70% de descoloracao no final do
oitavo dia de experimento, um deles pertencendo a T. atroviride URM 4950 (ensaio 6
- 71,36%) e dois pertencendo a T. atroviride URM 3735 (ensaios 18 e 19 - 73,52 e
72,29%), sendo as melhores condi¢des para atingir o nivel maximo de descoloragcao
do efluente téxtil por estas espécies, temperaturas 25 e 35°C, concentracao do extrato
de levedura 0,5 g.L 't e 0 pH 7 (Tabela 7).

Miranda et al. (2012) em estudo da otimizacdo dos parametros (pH,
concentracdo de extrato de levedura, a agitagdo e a concentracdo de sulfato de
cobre), para tratamento bioldgico (por fungos) de efluente téxtil de lavanderia em
Caruaru — Pernambuco, observaram que entre os 27 experimentos realizados 19

apresentaram 99% de descoloracdo do efluente téxtil no décimo dia de experimento.
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Murugesan et al. (2007) otimizando a descoloragédo de azocorante Preto
Reativo 5 por lacase produzida pelo fungo de podriddo branca Pleurotus sajor-caju,
utilizando a metodologia de superficie resposta, constataram que a concentracao
Otima do corante, da enzima e do HBT (1-hydroxybenzotriazole) e o melhor tempo
para descolorir o corante foram, 62,5 mg.L?, 25 UmL?% 15 mM e 36 h,

respectivamente.

Tabela 7 — Delineamento experimental e de resposta para descoloracéo do efluente téxtil por
Trichoderma atroviride URM 4950 e URM 3735

NGmero de ' Fator 1 Fator 2 _ Fator 3 Resposta~
deposito Ensaio A: Temperatura B: Concentragdo C: pH Descoloragéo
Q) (9.LY) ' (%)

URM4950 1 25 0,5 5 42,40
URM4950 2 35 0,5 5 25,15
URM4950 3 25 15 5 52,78
URM4950 4 35 15 5 27,16
URM4950 5 25 0,5 7 66,01
URM4950 6 35 0,5 7 71,36
URM4950 7 25 15 7 25,77
URM4950 8 35 15 7 18,85
URM4950 9 30 1,0 6 15,63
URM4950 10 30 1,0 6 31,57
URM4950 11 30 1,0 6 19,18
URM4950 12 30 1,0 6 38,39
URM4950 13 30 1,0 6 29,26
URM3735 14 25 0,5 5 49,61
URM3735 15 35 0,5 5 41,75
URM3735 16 25 15 5 56,42
URM3735 17 35 15 5 35,14
URM3735 18 25 0,5 7 73,52
URM3735 19 35 0,5 7 72,29
URM3735 20 25 15 7 34,90
URM3735 21 35 15 7 26,85
URM3735 22 30 1,0 6 28,48
URM3735 23 30 1,0 6 31,11
URM3735 24 30 1,0 6 33,90
URM3735 25 30 1,0 6 12,22
URM3735 26 30 1,0 6 33,59

O diagrama de Pareto mostra os valores absolutos do efeito dos fatores que
sao importantes na realizagdo do experimento (Figura 12 e 13). Nos ensaios com T.
atroviride URM 4950 e URM 3735, a concentracdo do extrato de levedura e a
combinagdo da concentracdo do extrato de levedura e pH foram os fatores mais
influentes para a remocao da cor do efluente téxtil, todos com efeito negativo (Figura
8 e 9). Bonugli-Santos et al. (2016) em estudo do potencial biotecnologico do fungo
derivado do mar Peniophora sp. CBMAI 1063 investigaram a influencia de 12 fatores

independentes na descoloracdo e degradacdo do Preto Reativo 5 utilizando
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delineamento experimental e observaram que com base na analise estatistica, 0os
fatores com maior impacto foram a peptona, extrato de levedura, concentracao de

corante, e de CuSOg4, todos com efeito negativo.

Figura 8 — Diagrama de Pareto no processo de descoloracao do efluente téxtil pelo fungo Trichoderma
atroviride URM 4950; (1) temperatura, (2) Concentracdo de extrato de levedura e (3) pH; MS Pure Error

=,0086491

(2)Concentracao r -3,05498

1)Temperatura | -1,68944
(1)Temp

1by3 1,570068

(3)pH 1,311558

1by2 | -, 784654

1*2*3 -,148263

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Embora exercendo um efeito negativo sobre o processo de descoloracao, o
fator temperatura ndo apresenta significancia estatistica relevante, o que sugere que
T. atroviride URM 4950 e URM 3735 podem ser testados em uma temperatura mais
baixa sem influenciar negativamente descoloragéo (Figura 8 e 9). Miranda et al. (2012)
analisaram em diagrama de Pareto a descoloracdo do efluente téxtil por P.
chrysosporum CCT 1999 e constataram que o0s quatro fatores estudados (pH,
concentracdo do extratro de levedura, a agitacdo e a concentragdo de sulfato de

cobre) influenciaram significativamente na remoc¢ao da cor do efluente téxtil.
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Figura 9 — Diagrama de Pareto no processo de descoloracao do efluente téxtil pelo fungo Trichoderma
atroviride URM 3735; (1) temperatura, (2) Concentracdo de extrato de levedura e (3) pH; MS Pure Error
=,0081218

2by3 ¢ -3,30561

(2)Concentragéo -3,28991

(1)Temperatura -1,50726

(3)pH | 9666522

1by2 -, 794036

1by3 , 7791279

1*2*3 + ,2589247

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

A aplicacéo de técnicas estatisticas de delineamento experimental no processo
de descoloracdo pode resultar em melhor remocdo, menor variabilidade, além da
reducéo de tempo e de custos no desenvolvimento do processo (SRINIVASAN;
MURTHY, 2009).
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5 CONCLUSOES

A utilizacéo de ferramentas moleculares e morfofisiologicas para a identificacédo de
espécies de Trichoderma sdo importantes para a diferenciagcdo das espécies. As
linhagens de Trichoderma preservadas na Micoteca URM foram re-identificadas e
serdo disponibilizadas no catalogo eletrénico da cole¢éo de cultura, para serem mais
exploradas do ponto de vista biotecnoldgico.

No caso especifico de descoloracdo de corantes em efluentes téxteis, o
delineamento estatistico foi utilizado para otimizar a descoloracdo do efluente por T.
atroviride URM 4950 e URM 3735, resultando numa excelente taxa de descoloracao
do efluente a 25 e 35 °C, com concentracéo de extrato de levedura, 0,5 g.L* e pH 7,0.

Trichoderma atroviride URM 4950 e URM 3735 podem ser consideradas em um
processo de expansdo a nivel industrial. Além disso, estes isolados também sao
indicados para serem utilizados para futuros estudos relacionados com o tratamento
de efluentes téxteis industriais e biorremediacdo de ambientes contaminados com
corantes.

Desta forma, a capacidade das espécies de Trichoderma, depositadas na Micoteca
URM, na descoloragéo do corante téxtil presente no efluente téxtil e a producao das
enzimas oxidativas Lac LiP e MnP foram demonstradas com sucesso.
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Abstract: Water contamination with large amounts of industrial textile coloured effluents is an
environmental concern. For the treatment of textile effluents, white-rot fungi have received
extensive attention due to their powerful capability to produce oxidative (e.g., ligninolytic) enzy mes.
In addition, other groups of fungi, such as species of Aspergillus and Trichoderma, have also been
used for textile effluents treatment. The main aim of the present study was to requalify a Brazilian
Trichoderma culture collection of 51 Trichoderma strains, isolated from different sources in Brazil and
preserved in the oldest Latin-American Fungal Service Culture Collection, The Micoteca URM WDCM
804 (Recife, Brazil). Fungal isolates were re-identified through a polyphasic approach including
macro- and micro-morphology and molecular biology, and screened for their capability to decolourise
real effluents collected directly from storage tanks of a textile manufacture. Trichoderma atroviride
URM 4950 presented the best performance on the dye decolourisation in real textile effluent and can
be considered in a scale-up process at industrial level. Overall, the potential of Trichoderma strains in
decolourising real textile dye present in textile effluent and the production of the oxidative enzymes
Lac, LiP and MnP was demonstrated. Fungal strains are available in the collection e-catalogue to be
further explored from the biotechnological point of view.

Keywords: culture collection; filamentous fungi; laccase; lignin peroxidase; manganese peroxidase;
textile effluent decolourisation; Trichoderma identification

1. Introduction

Textile industries waste large water quantities that in some cases return to environment as
untreated or incorrectly treated effluents [1]. Due to the presence of non-fixed dyes during the dyeing
process, these wastewaters are highly coloured [2,3]. Water contamination with large amounts of
coloured effluents is a serious environmental problem.

There are mainly three types of treatment for textile effluents: physical, chemical and biological.
In recent years, relevant methods based on biological textile effluents degradation have been developed
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using bacteria and fungi in aerobic and anaerobic processes [1,2,4-10]. A recent review on current
technologies for biological treatment of textile wastewater discusses in deep these bioprocesses [11].
The use of oxidative enzymes, mainly Lac and peroxidases, in textile industry has increased quickly. It
has been due to both: (a) the ability of these oxidative enzymes to bleach textiles; and (b) the biological
treatments involving these enzymes seem to be an attractive solution mainly because most existing
treatments (e.g., coagulation/ flocculation, adsorption, ion exchange, and electrochemical methods)
of dye wastewater utilize ineffective and uneconomical processes [12]. In addition, other biomimetic
oxidative bleaches, like metalloporphyrins, are very promising catalysts for synthetic textile dyes.
However, they also show some limitations and drawbacks [13].

For the treatment of textile effluents, white-rot fungi have been extensive assessed due to their
powerful capability to produce oxidative, including ligninolytic (e.g., laccase (Lac), lignin peroxidase
(LiP) and manganese peroxidase (MnP)) enzymes [6]. Other groups of fungi have also been evaluated
for textile effluents treatment (e.g., species of ascomycetes like Aspergillus and Trichoderma) [6,11].
In addition, although the oxidative system is frequently produced during fungal secondary metabolism,
different microorganisms produce different enzymes depending on cultivation conditions [4-6,14].

Trichoderma is a very genetically diverse genus with interesting features, which make some of its
species of agricultural and industrial interest. Species of Trichoderma are widely used in the production
of enzymes for both pulp treatment and food production [15]. In addition, there are also different
reports showing the potential of these fungi to remediate the pollution of soil and water [14,16-18].

All these features make Trichoderma an important fungal taxonomic group for biotechnological
application. As a matter of consequence, for microbial culture collections that have Trichoderma
in their catalogues it is important to have these assets identified and characterised according to
the current state-of-the-art. Considering this, the main aim of the present study was to requalify a
Brazilian Trichoderma culture collection of 51 Trichodenma strains, isolated from different sources in Brazil
and preserved in the oldest Latin-American Fungal Service Culture Collection, The Micoteca URM
WDCM 804 (Recife, Brazil). The requalification work was based on the fungal identification through a
polyphasic approach including macro- and micro-morphology, molecular biology and screening their
capability to decolourise real effluents collected directly from storage tanks of a textile manufacture.

2. Materials and Methods

2.1. Microorganisms and Culture Conditions

Fifty-one Trichoderma strains previously isolated from different substrates of geographic regions
of Brazil (see Table 1) were obtained from the Fungal Culture Collection Micoteca URM (Department
of Mycology, Federal University of Pernambuco-UFPE, Recife, Brazil, www.ufpe.br/micoteca).
The Micoteca URM is a culture collection registered at the World Federation for Culture Collections
(WFCC) under the number WDCM 604 and certified in the ISO 9001:2015 standard under the Certificate
Number BR018207-1. Fungal strains were obtained from preserved form under mineral oil, revived
according to the instructions issued by the Micoteca URM culture collection, and grown and maintained
in Potato Dextrose Agar plates (PDA, for 1 L water: 4 g potato starch, 20 g dextrose and 15 g agar).

2.2. Morphological Fungal Identification

In order to confirm the taxonomical identification of the 51 Trichoderma strains, macro- and
micro-morphological analyses were performed (see Table 1). For macro-morphological analyses,
the strains were grown on PDA plates at 30, 35 and 40 °C, and on Synthetic Low-Nutrient Agar plates
(SNA, for 1 L water: 1.0 g KH,POy, 1.0 g KNO3, 0.5 g MgSO,4-7H,0, 0.5 g KCl, 0.2 g glucose, 0.2 g
sucrose and 20 g agar) at 35 °C, in the dark without humidity control and under aerobic conditions.

For micro-morphological analysis, strains were inoculated on Cornmeal Agar Medium
supplemented with dextrose plates (CMD, for 1 L water: 30 g cornmeal, 20 g dextrose and 20 g
agar). Fungi were incubated at 25 °C for 3 days in the same conditions described above. Afterwards,
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6 mm diameter plugs of each CMD fungal culture were inoculated on PDA plates and grown for
4 days in the same conditions but with a regime of 12:12 h lightdark.

Conidia and phialides, presence of chlamydospores and sterile hyphae were observed using 90%
lactic acid slides on a light microscopy. Final morphological identification followed the taxonomic
keys and guides available for Trichoderma [19,20].

2.3. Molecular Fungal Identification

For the molecular identification, the fungal strains were cultivated in Minimum Liquid Medium
(MLM, for 1 L water: 10 g glucose, 10 g KH,POy; 6 g (NH4),SOy, 1 g MgSO4-7H,0, 5 mg FeSO4-7H,0,
1.6 mg MnSOj-H,0, 1.4 mg ZnSOy4-7H,0 and, 2 mg CaCl,-2H,0) at 28 °C under static condition
for 96 h. Mycelia were filtered and collected for extraction of genomic DNA according to the
method previously described elsewhere [21]. Amplifications of gene regions ITS1-5.85-ITS2 and
translation elongation factor 1-alpha (tefl) were performed in 50 uL. mixture containing: buffer Taq
DNA polymerase 1x; 1.5 mM of MgCl,; 0.4 uM each primer (ITS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3';
ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'; EF1-728F: 5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’; TEF1 rev:
5-GCCATCCTTGGAGATACCAGC-3') [22-24]; 0.2 mM of dNTPs; 0.2 U of Tag DNA polymerase; and
25 ng of DNA template.

The thermal cycling parameters consisted of initial denaturation at 94 °C for 2 min followed by
30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, primer annealing at 55 °C for 30 s, primer extension at 72 °C
for 1 min and a final extension for 10 min at 72 °C [20,21]. Amplification products were visualised
on 1% agarose gel electrophoresis, stained with 0.5 ug/mL of GelGreen™ under UV light and then
photographed and purified using Fermentas® kit (Cambridge, UK). The amplified DNA fragments
were sequenced in the Sequencing Platform of the Central Laboratory of the Centre of Biological
Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil.

Electropherograms were analysed and edited in the software Staden Package 2.0. Sequences
obtained were used to search the most similar sequences deposited in the GenBank by using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). The experimental sequences of IT51-5.85-ITS2 and tefl gene
regions were aligned and edited together with the retrieved from the database using the software
MEGA 5.0. The phylogenetic tree was constructed using the Neighbour Joining method and the
Maximum Parsimony (MP), with 1000 bootstrap resampling using the software MEGA 5.0 [25].

24. Decolourisation Assay

Samples of textile effluent were collected directly from storage tanks in a textile manufacture at
the municipality of Toritama, State of Pernambuco, Brazil. The effluent samples were kept at 4 °C and
transferred to the Laboratory of Environmental and Quality Engineering (Department of Chemical
Engineering, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil) to perform the physical-chemical
analyses and decolourisation assay.

The physical-chemical analyses involved the Chemical Oxygen Demand (COD) by colorimetric
method, Biochemical Oxygen Demand (BOD) by azide modification of a Winkler titration method,
Colour (HAZEN scale), Turbidity (NTU scale), pH using the potentiometric measurement principle,
and Sedimentable Solids (SD) by gravimetric through a 0.45 um filter membrane, using the standard
methods for the examination of water and wastewater [26].

The screening of textile dye decolourisation by Trichoderma strains was assessed by using 6 mm
diameter plugs of fungal cultures previously grown at 30 °C for 7 days on PDA plates. Plugs were
transferred to 125 mL Erlenmeyer flasks containing 30 mL of Malt Broth (MB, for 1 L water: 20 g
malt extract, 1 g peptone and 20 g dextrose) supplemented with 1.9 x 102 mM Indigo Carmine dye
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Fungal cultures were incubated in the dark at 28 °C for 8 days. Fungal biomass was then removed
by filtration through a 0.45 um Millipore membrane and absorbance of filtrates was assessed in a
Hitachi U-5100 spectrophotometer at 650 nm which is the maximum absorption of Indigo Carmine
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(€650 nm = 3.1 x 10* M~'.cm ™). The Indigo Carmine was used as standard and MB free of inoculum
containing dye was used as abiotic control. The decolourisation percentage of Indigo Carmine dye
was calculated according to Miranda et al. [27].

Previous to evaluate the decolourisation of the dye present on the real textile effluent, this was
sterilised by autoclave at 121 °C during 15 min. Three different experiments were performed. In each
case, 3 plugs of 6 mm diameter of fungal cultures grown for 7 days at 30 °C on PDA plates were added
to 125 mL Erlenmeyer flasks containing 30 mL of: (1) textile effluent; (2) textile effluent supplemented
with 0.5% (w/v) wheat bran, and (3) textile effluent supplemented with 0.05% (w/v) extract yeast.
Cultures were incubated under static conditions, in the dark at 28 °C for 8 days. Afterwards, 2 mL
aliquots were transferred into tubes and centrifuged at 1035 g for 15 min at 4 °C. Supernatants were
analysed at 650 nm in a Hitachi U-5100 spectrophotometer.

The decolourisation results were submitted to analysis of variance and means compared by
Friedman test at 5% probability in the ASSISTAT software [28].

2.5. Determination of Enzymatic Activities

In order to determine the activity of Lac, LiP and MnP, 6 mm diameter plugs of fungal cultures
previously grown for 7 days at 30 °C on PDA plates were transferred into 125 mL Erlenmeyer flasks
containing 50 mL of Basal Culture Medium (BCM, for 1 L water: 0.1 g glucose; 0.15 g yeast extract;
4.5 g wheat bran; and 0.05 g NH4Cl, pH 6.0). Fungal incubation occurred under static condition in the
dark, at 28 °C for 8 days. The biomass was then separated by filtration through a 0.45 um Millipore
membrane. In order to determine the activity of each enzyme, absorbance of filtrates was assessed in a
spectrophotometer Hitachi U-5100 and one unit (U) of enzyme was defined as the release of 1.0 umol
product formed per min under the assay conditions.

Lac activity was measured from the oxidation of 2,2"-azino-bis(3-ethyIbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) (ABTS). For this reaction, a mixture containing 0.8 mL ABTS (0.03% v/7), 0.1 mL sodium
acetate buffer (0.1M, pH 5.0) and 0.1 mL enzymatic extract was used [6]. The oxidation of ABTS
was determined at 420 nm with €429 am = 3.6 x 10! M—1.cm~!. LiP activity was assessed through
the oxidation of veratryl alcohol. For this reaction, a mixture containing 1 mL sodium tartrate
buffer solution (125 mM, pH 3.0), 500 uL veratryl alcohol (10 mM), 500 uL. hydrogen peroxide
(2 mM) and 500 uL enzymatic extract was used. The reaction was started by adding hydrogen
peroxide to the mixture and the production of veratraldehyde was determined at 310 nm [29] with
€310 am = 9.3 X 10°M L.em.

MnP activity was assessed by using the methodology of phenol red oxidation measurement as
previously described elsewhere [30]. Briefly, the reaction mixture was composed of 500 uL. enzymatic
extract, 100 uL. phenol red, 100 pL sodium lactate (250 mM), 200 uL. bovine albumin (0.5% w/v), 50 pL
sulphate manganese (2 mM), 50 uL. hydrogen peroxide (2 mM) and 1.0 mL sodium succinate buffer
(20 mM, pH 4.0). The reactions were performed at 30 °C for 5 minutes and were stopped by adding
2 N NaOH (40 pL). MnP activity were determined at 610 nm with £419 g = 2.2 X 10> M~1.cm—1.

Overall, the enzy matic results were submitted to analysis of variance and means compared by

Tukey test at 5% probability in the ASSISTAT software [28].

2.6. Phenotype Data Analysis

A cluster analysis was applied and a dendrogram of phenotype relatedness was constructed.
The analysis was performed using the phenotype traits that showed at least high association with each
Trichoderma species, such as: conidia shape, ornamentation, colour, length and width, and phialide
length and base width, and presence of sterile hyphae and chlamydospore, and colony diameter on
PDA at 30, 35 and 40 °C and SNA at 35 °C. The analysis was made using the hierarchical clustering with
the complete linkage method and was performed with the statistical package jmp 8.0.2 for Macintosh
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3. Results and Discussion

3.1. Morphological and Molecular Identification

Fifty-one fungal strains obtained from the Micoteca URM culture collection and belonging to
the genus Trichoderma were evaluated. Data obtained from the morphological analysis (Table 1 and
Figure 1) show a clear difficulty to cluster the strains by morphological traits when a cluster analysis
was used. It is well known that, due to homoplasy (i.e., convergent evolution that creates analogous
traits with similar form but were not present in the last common ancestor) of morphological characters,
it is often impossible to discriminate species of Trichoderma. Notwithstanding this, for other fungal
taxonomic groups, the statistical grouping of phenotype traits such as conidia shape, ornamentation
and dimensions (length and wide) are normally very good data for species identification when
combined with other traits [31,32].

It is well known that the overall range of variation in conidial dimensions in Trichoderma is not
great. However, related species can often be differentiated by slight but consistent differences in size.
The conidial surface appears smooth in most species in light microscope observations, although many
species with apparently smooth-appearing conidia are delicately ornamented when examined by SEM.
In most species, terminal phialides tend to be more elongate and narrower, and frequently more or less
subulate. Chlamydospores are common in many species, although they tend to be uniformly globose
or ellipsoidal, terminal and intercalary, smooth-walled, colourless, yellowish or greenish, and 6-15 um
diameter in most species. Vegetative hyphae show few characters useful for identification.

This means that the identification based on the classical morphology techniques can be used as
presumptive approach. However, to obtain a sound and reliable identification, molecular biology
must be performed [33]. Consequently, in the present study the taxonomic information was revised
throughout molecular biology analysis based on the 500 and 600 base pairs fragments obtained from
the ITS1-5.85-ITS2 rDNA and tef] gene regions, respectively.

Through the phylogenetic analysis based on ITS region, inaccurate clades were observed and the
groupings observed for some Trichoderma species were unclear (Figure 2). For instance, for cryptic
species like T. aspereloides and T. asperelum, the ITS region was not discriminatory enough. In contrast,
through the tefl gene analysis the species T. aspereloides and T. asperelum were well-delineated.
In fact, in Figure 3, it is possible to observe six clades supported with bootstrap above 85%: Viride
(Trichoderma koningiopsis, T. erinaceum and T. atroviride), Hamatum (Trichoderma asperellum, T. asperel loides
and T. hamatum); Longibrachiatum (Trichoderma longibrachiatum and T. ghanense); Lone lineages
(Trichoderma spirale), Virens (Hypocrea virens/Trichoderma virens), and Harzianum (Hypocrea lixii /
Trichoderma harzianum).

Based on the former identification available in the records of the Micoteca URM culture collection,
the 51 fungal isolates were distributed into six Trichoderma species, as shown in the Table 2. Based on the
molecular biology analysis presented herein, it was possible to separate them into 11 different species:
Trichoderma asperelloides (8 strains), T. asperellum (4), T. atroviride (6), T. erinaceum (3), T. ghanense (1),
T. hamatum (4), T. harzianum (13), T. koningiopsis (4), T. longibrachiatum (1), T. spirale (1) and T. virens (6)
(Table 2). Overall, only 10 out of 51 (ca. 20%) isolates retained their former identification, namely,
T. hamatum (URM 3492), T. harzianum (URM 4475, 5482, 4720, 6266 and 4328) and T. virens (URM 4358,
3934, 3343 and 6656).
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Table 1. Cont,
Conidia Phialide PDA (mm) SNA (mm)

URM . . Sterile Hyphae Chlam

Shape! Omament? Colour? L[e"Sth ~ Width  Length  Base Width P yd. 30°C 35°C 40°C 35°C

(um) (um) (um) (um)

2820 SGL/O S G 2834 1822 6885 20-26 - - 74.0 2.0 o 19.0
3606  GL/SGL 5 G 3541 27-32 136152 20-26 - - 54.0 120 %) 3.0
o273 E s G 3541 1822 6885 1.8-20 - - 76.0 80 %) 15.0
745 E s G 3541 1822 6885 1.8-20 - - 74.0 10.0 (%) 17.0
3880 E s G 3541 1822 6885 1.8-20 - - 72.0 1.0 o 130
5158 E S G 3541 2227 10219 2631 - + 83.0 83.0 310 80,0
3776 OB S G 3541 2732 51-68 26-31 + + 6.0 9.0 &) 1%}
5629 SGL/O S G 3541 2227 136152 1820 - + 56.0 28.0 %) z0
4210 SGL/O S G 3541 2732 136152 2026 - - 820 270 %) 240
466  GL/SGL S G 3541 2732 102-11%  20-26 - + 530 210 %) 200
4951  GL/SGL 5 G 3541  27-32  102-119 20-26 + + 66.0 430 (%) 16.0
499  GL/SGL S G 4248 3236 85102 26-3.1 - + 69.0 35.0 (%) 250
2596 SGL/O s w/Y 3541  27-32  136-152 26-3.1 - + 73.0 28.0 %) 280
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Figure 1. Dendrogram using the hierarchical cluster analysis (average linkage between groups) of
relatedness among the strains of Trichoderma based on the morphological analysis data in Table 1.
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Table 2. Re-identification of bio-resources from Micoteca URM culture collections after morphological
and molecular characterisation.

URM lde:zﬁi:?ion ldecl)l?iziunau!on DeYep:n Smbotte grlgme?sn(gl:::ll)
3280 T. asperelloides T. harzianum 1992 Soil Parana
6239 T. asperelloides T. harzianum 2010 Soil Pernambuco
3086 T. asperelloides T. harzianum 1989 Leaf of R. gardenioides Sao Paulo
3487 T. asperelloides T. koningii 1994 Birds faeces Pernambuco
371 T. asperelloides T. koningii 1992 Unknown Sao Paulo
5007 T. asperelloides T. virens 2005 Soil Pernambuco
4358 T. asperdloides T. virens 2001 Soil Pernambuco
3934 T. aspereloides T. virens 1997 Water Pernambuco
3343 T. asperellum T. aureoviride 1993 Unknown Pernambuco
6656 T. asperellum T. hamatum 2012 Soil with textile effluent Pernambuco
4926 T. asperellum T. harzianum 2005 Clay soil Pernambuco
3197 T. asperellum T. harzianum 1990 Amazonian nuts Para
3735 T. atroviride T. aureoviride 1997 Lake water Pernambuco
3734 T. atroviride T. aureoviride 1997 Lake water Pernambuco
6625 T. atroviride T. aureoviride 2012 Soil of agroforestry Pernambuco
4950 T. atroviride T. harzianum 2005 Soil Pernambuco
3601 T. atroviride T. harzianum 1995 Unknown Parana
3270 T. atroviride T. harzianum 1992 Unknown Sao Paulo
4162 T. erinaceum T. aureoviride 1999 Rhizosphere of sunflower Pernambuco
4172 T. erinaceum T. harzianum 1999 Rhizosphere of sunflower Pernambuco
3881 T. erinaceum T. koningii 1997 Soil of P. edulis culture Pernambuco
3732 T. ghanense T. koningii 1997 Lake water Pernambuco
3341 T. hamatum T. aureoviride 1992 Rhizosphere of V. herbacea Sao Paulo
3476 T. hamatum T. aureoviride 1993 Rhizosphere of V. herbacea Sao Paulo
3492 T. hamatum T. hamatum 1994 Birds faeces Permnambuco
4722 T. hamatum T. harzianum 2003 Garden of A. cephalotes Alagoas
5351 T. harzianum T. aureoviride 2006 Sugarcane Unknown
6668 T. harzianum T. aureoviride 2012 Soil with textile effluent Pernambuco
3935 T. harzianum T. aureoviride 1997 River water Pernambuco
5574 T. harzianum T. aureoviride 2007 Mangrove sediment Pernambuco
463 T. harzianum T. aureoviride 2002 Sea water Pernambuco
2842 T. harzianum T. aureoviride 1986 Unknown Permnambuco
6669 T. harzianum T. aureoviride 2012 Soil with textile effluent Pernambuco
475 T. harzianum T. harzianum 2002 Beach sand Pernambuco
5482 T. harzianum T. harzianum 2007 Unknown Sao Paulo
4720 T. harzianum T. harzianum 2003 Garden of A. cephalotes Alagoas
6266 T. harzianum T. harzianum 2010 Soil of agroforestry Pernambuco
4328 T. harzianum T. harzianum 2001 Soil of mining Bahia
2820 T. harzianum T. viride 1985 Sugarcane bagasse Alagoas
3606 T. koningiopsis T. hamatum 1995 Unknown Parana
4723 T. koningiopsis T. koningii 2003 Garden of A. cephalotes Alagoas
4745 T. koningiopsis T. koningii 2003 Garden of A. cephalotes Alagoas
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Table 2. Cont.

URM ldel:.zfil;sion Id:::igc:ﬂun D;'::n Substrate gne;ﬁ:l;?::::}
3880 T. koningiopsis T. koningii 1997 Soil of P edulis culture Pernambuco
5158 T. longibrachiatum T. aureoviride 2005 Cement Permambuco
3zée T. spirale T. hamatum 1991 sorghum Pernambuco
5629 T. virens T. hamatum —_ Unknown Parana
4210 T. virens T. virens 1999 Rhizosphere of sunflower Permmambuco
466 T. virens T. virens 2002 Sea water Pernambuco
4951 T. virens T. virens 2005 Soil Pernambuco
4996 T. virens T. virens 2005 Soil Permmambuco
2596 T. virens T. viride 1980 Unknown Pemambuco

3.2. Screening of Indigo Carmine Decolourisation in Malt Broth

Among the 51 Trichoderma strains assessed for decolourisation of Indigo Carmine in MB, 18 of
them presented over 70% decolourisation, which corresponds to 0.57 x 10-2 mM or less residual
dye (Table 3). From these fungal strains, three presented values greater than 90% decolourisation:
T. atroviride URM 3270, URM 3735 and URM 6625, which presented dye decolourisation of 96.86%,
94.61% and 93.57%, respectively. These results corroborate those previous obtained by Adnan etal. [14]
for a strain of T. atroviride isolated from tree bark in a Malaysian forest. In that case, authors obtained
similar results with 91.1% decolourisation for the dye Reactive Black 5.

Table 3. The 18 Trichoderma URM strains that presented decolourisation percentages of Indigo Carmine
above 70% and related oxidase enzyme activities (U-L 1) after eight days of incubation.

Species URM Lac LiP MnP
T. asperelloides 3280 17€C 7600 <4A 379.3 4
T. asperellum 4926 g3aC 517.3 fght 366.0 defgB
T. atroviride 3270 2.0 758.0 <dA 394, defB
T, atroviride 3735 833C 1307.0 *A 617.3 b<B
T. atroviride 4950 2348 750.0 <dA 680.0 bA
T. atroviride 6625 1.328 692.0 deAr 90,7 1B
T. erinaceum 3881 10.0 € 3787 iB 875.32A
T. ghanense 3732 17 766.3 44 298.0 fghB
T. hamatum 3476 1.0€ 503,3 efgA 92.7ilB
T. harzianum 2842 233C 924.0 bA 176.0 hiB
T. harzianum 3935 13 480.0 shiA 143318
T. harziamum 4328 2738 378.01A 4427 deA
T. harzianum 4463 17« 7587 <dA 2320 ghiB
T. harzianum 5482 27C 631.3 defA 369.3 defB
T. harzianum 6668 3.0 440.0 A 00'®
T. koningiopsis 3880 773 645.3 defA 146,08
T. virens 4996 15.7 € 8440 beA 3293 «fgh
T. virens 5629 17 612.7 =fsA 500.0 4B

Averages values followed by the same superscript letters, lower case (within column) and capital (within row),
do not differ by Tukey test at 5% probability.

In contrast, according to the data obtained in the present study, the strains T. asperelloides
URM 3086, URM 3934 and URM 5007; T. asperellum URM 6656; T. hamatum URM 4722; T. koningiopsis
URM 3606; and T. virens URM 4466 were not efficient in decolourising Indigo Carmine. These results
were due to the fact strains belonging to these species require more time to be adapted on the polluted
environment to become able to decolourise the effluent. Gajera et al. [34] obtained similar results
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61.3%, respectively). In addition, T. asperellum URM 4926 (84.6%), T. erinaceum URM 3881(66%) and
T. harzianum URM 2842 (60.6%) presented a good performance of decolourisation when textile effluent
supplemented with extract yeast was used.

When the effluent was supplemented with wheat bran, the percentage of effluent decolourisation
was higher for the strains T. atroviride URM 3735 (43.0%), T. erinaceum URM 3881 (35.6%) and T. virens
URM 4996 (23.8%) (Figure 4).

According to Saravanakumar and Kathiresan [17], a large decolourisation rate (89%) of Malachite
Green dye after 10 days of incubation of T. harzianum TSK8 (JQ809340) was observed when this strain
was grown in supplemented medium with 5.8 mg-L~! yeast extract. In addition, Adnan et al. [14]
evaluated the effect of different sources of carbon and nitrogen in the decolourisation of textile dye
Reactive Black 5 by T. atroviride. Authors observed that yeast extract was a good source of nitrogen
for growth T. atroviride and to stimulate it to decolourise Reactive Black 5 up to 91.1%. Furthermore,
authors evaluated dye decolourisation by using ammonium nitrate and ammonium chloride and,
in contrast, observed only a decolourisation rate of 29.1% and 71.7%, respectively.

® Effluent + Wheat bran

a
b a
a a
b
a Blab b
ab
ab ab

T. asperellum T. atroviride T. atroviride T. erinaceum T. harzianum T. virens
URM 4926 TURM 3735 URM 4950 URM 21381 TRM 2842 TURM 4996

u Effluent
BEffluent = Yeast extract

Decolourisation (%)

Figure 4. Decolourisation percentage of real textile effluent by the six Trichoderma strains best oxidases
producers. Averages followed by the same letters do not differ by Friedman test at 5% probability.

4. Conclusions

The Brazilian Trichoderma asset preserved at the Micoteca URM culture collection was
re-identified and made available in the culture collection e-catalogue to be further explored from
the biotechnologically point of view. In the specific case of dye decolourisation screening using real
textile effluent, the strain T. atroviride URM 4950 gave the best results and can be considered in a
scale-up process at industrial level. This strain is herein indicated to be used as a major target for future
studies related with the treatment of industrial textile effluent and bioremediation of environments
contaminated with dyes. Overall, the data obtained suggest that the dye decolourisation in real
textile effluent is not a one-step process. More than one oxidative enzyme can be involved in this
complex process. The contribution of these enzymes for decolourisation of textile effluent differs
from fungus to fungus. The potential of Trichoderma strains in decolourising real textile dye present
in textile effluent and the production of the oxidative enzymes Lac, LiP and MnP were successfully
demonstrated. Finally, in this study, the strains available through Micoteca URM culture collection are
identified according the current state-of-the-art and better characterised to underpinning life sciences
and biotechnology.
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Abstract

Obijectives

In this context, this study aimed to optimize the decolorization of textile effluent by Trichoderma atroviride
URM 3735 and URM 4950, for use in bioremediation of environments contaminated by textile industries
Results

The best conditions to achieve the maximum level of decolorization of textile effluent by T. atroviride
URM 4950 and URM 3735 were temperatures 25 and 35 °C, concentration of yeast extract 0.5 g.L* and
pH 7. In trials with T. atroviride URM 4950 and URM 3735, the concentration of yeast extract (negative
effect) and the combination of the concentration of yeast extract and pH (negative effect) were the most
influential factors for the removal of color from textile effluent.

Conclusions
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T. atroviride URM 4950 and URM 3735 had great potential for the practical application in the field of

environmental biotechnology such as biodegradation of different industrial dyes and textile effluents.

Keywords Filamentous fungi - Trichoderma - Decolorization of textile effluents - Pareto chart

Introduction

The effluents generated by the textile industries are regarded as the most polluting between those produced by
industrial sectors, and the launch of these colored effluents in aquatic environments can cause as well as visual
pollution, decreased photosynthetic ability of plants of these environments and eutrophication of rivers, as well as
contamination of soil and groundwater (Gajera et al. 2015). Another concern is with the existing colorants found
in these effluents, which may contain toxic substances and carcinogenic to humans and other animals (Sivasamy
& Sundarabal 2011).

There are three types of treatment for textile effluents: physical, chemical and biological. Comparing these
methods, biological recently gained importance, being considered the best alternative in the degradation of
effluents with dyes, due to lower costs in application of its high efficiency and because they have a smaller
secondary pollution (Tan et al. 2016).

Studies related to biological methods for treatment of textile effluents have used microorganisms, especially fungi,
since they are able to degrade or accumulate dyes and other substances present in textile effluents. This due to
amount of enzymes that these microorganisms can synthesize and among them some that bring more benefits to
bioremediation as laccase, tyrosinase and peroxidases (Perovano Filho et al. 2011; Chanda et al. 2016). Recent
research has demonstrated the effectiveness of Trichoderma species in producing oxidative enzymes (laccase,
manganese peroxidase and lignin peroxidase) which has applications in industrial bleaching dyes and the
degradation of a wide range of organic pollutants (Khambhaty et al. 2015; Maji et al. 2015).

The genus Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae) has a wide variety of species, which are
cosmopolitan and can be found in different habitats, especially in places with large availability of organic matter
(Zafra & Cortés-Espinosa 2015). Many species of this genus have been studied in relation to various physiological
and biotechnological applications. It’s because these species have powerful enzymatic mechanisms consisting of
cellulases, chitinases, glucanases, and proteases, among others, for the decomposition and the use of present
substrates in soils, but in particular, for degradation of lignocellulosic material, having desirable characteristics for

commercial and industrial use (Zafra & Cortés-Espinosa 2015). In this context, this study aimed to optimize the
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decolorization of textile effluent by Trichoderma atroviride URM 3735 and URM 4950, for use in bioremediation

of environments contaminated by textile industries.

Materials and Methods

Microorganisms and culture conditions

For the study was used two strains of Trichoderma atroviride URM 3735 and URM 4950 (Table 1), preserved in
the URM Culture Collection of the Department of Mycology, Center of Biosciences, Federal University of
Pernambuco - UFPE, Brazil. The samples were maintained in medium culture of potato dextrose agar medium

(PDA) contained in test tubes until use.

Table 1 Taxonomical information of Trichoderma strains

Strain number

(URM) Identification Deposit year Substrates  Geographical origin in Brazil
3735 T. atroviride 1997 Lake water Pernambuco
4950 T. atroviride 2005 Soil Pernambuco

Textile effluent

The textile effluent was collected directly from storage tanks in a jeans processing powerhouse textile polo
Toritama, Pernambuco, Brazil. After collection, the effluent was cooled to 4°C for perform the physical-chemical
analysis (Table 2) by the Environmental Engineering Laboratory and quality - LEAQ — in the Chemistry

Department of UFPE and for bleaching tests.

Table 2 Physic-chemical analyses of textile effluent obtained from the textile manufacture located at the

municipality of Toritama, Pernambuco, Brazil

Analyses COD BOD Colour Turbidity pH SD
(mg O2/1) (mg O2/l) (HAZEN) (NTU) (ml/)
Effluent 31925 54.1 448.0 0.19 5.11 7.0

COD - Chemical Oxygen Demand, BOD - Biochemical Oxygen Demand and SD — Sedimentable Solid
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Experimental design and optimization of textile effluent decolorization

The strains T. atroviride URM 3735 and URM 4950 were evaluated for the influence of the following parameters
in the degradation of textile effluent temperature, concentration of the nitrogen source (yeast extract) and pH, to
select the best degradation condition (Mohana et al. 2008)(Table 3). The experiment was conducted in a full
factorial design 23, with levels -1 and +1 and five central points (zero) using the STATISTICA program version

13 (2015). After inoculation, the flasks were incubated in static and dark conditions, for 8-day period.

Table 3 Levels and independent variables were chosen to study the best bleaching conditions textile effluent

Levels
Factors Variables Units
-1 0 +1
A Temperature °C 25 30 35
B Yeast Extract gL? 0.5 1.0 15
C pH pH 5.0 6.0 7.0

Analysis of decolourisation

After the 8-day period, two milliliters aliquots were removed from the Erlenmeyer flasks and centrifuged at
3300 rpm for 15 minutes to verify the textile effluent decolourisation from the absorbance reading at Hitachi U-
5100 spectrophotometer at 660nm. Percent decolourisation was calculated as follows (Miranda et al. 2013):

% T AbsT,
where,
D% = decolourisation percentage;

AbsTo= initial absorbance;

AbsTy = Absorbance at considered time.

Results and discussion

The experimental design was used to evaluate the main effects and interactions of the three chosen factors
(temperature, yeast extract concentration and pH) acting on the response factor, the rate of decolorization of textile
effluent. After completion of the experimental design, it was found that among the 26 experiments, only three

showed over 70% decolorization in the end of the eighth day of the experiment. Belonging to T. atroviride URM
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4950 (test 6 to 71.36%) and two belonging to T. atroviride URM 3735 (tests 18 and 19 to 73.52 and 72.29%,
respectively). And the best conditions to achieve the level maximum decolorization of textile effluent by these
species was temperature 25 °C, concentration of yeast extract, 0.5 g.L* and pH 7.0 for T. atroviride URM 4950
and 25 and 35 °C, concentration of yeast extract, 0.5 g.L"* and pH 7.0 for T. atroviride URM 3735 (Table 4).
Miranda et al. (2012) In a study of optimization parameters (pH, yeast extract concentration, agitation and copper
sulphate concentration), for biological treatment (by fungi) of textile laundry effluent in Caruaru - Pernambuco,
observed that among the 27 experiments carried out, 19 presented 99% decolorization of textile effluent on tenth
day of incubation.

Murugesan et al. (2007) optimizing of Reactive Black 5 decolorization by laccase produced by Pleurotus sajor-
caju, using the response surface methodology, found that optimal concentration of dye, enzyme and HBT (1-
hydroxybenzotriazole) and the best time to discolor the dye were 62.5 mg.L?, 2.5 U.mL?, 1.5 mM and 36 h,

respectively.

Table 4 Experimental design and response to decolorization of textile effluent by Trichoderma atroviride URM

4950 and URM 3735

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response
Strain number
Assay A: Temperature B: Concentration Decolorization
(URM) C:pH
(°C) (9L (%)

4950 1 25 0.5 5 42.40

4950 2 35 0.5 5 25.15

4950 3 25 15 5 52.78

4950 4 35 15 5 27.16

4950 5 25 0.5 7 66.01

4950 6 35 0.5 7 71.36

4950 7 25 15 7 25.77

4950 8 35 15 7 18.85

4950 9 30 1.0 6 15.63

4950 10 30 1.0 6 31.57

4950 11 30 1.0 6 19.18
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1.0

1.0
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38.39

29.26

49.61

41.75

56.42

35.14

73.52

72.29

34.90

26.85

28.48

31.11

33.90

12.22

33.59

The Pareto chart shows the absolute values factors that are important in this study (Figure 1 and 2). In tests with

T. atroviride URM 4950 e URM 3735, the concentration of yeast extract (negative effect) and the combination of

the concentration of yeast extract and pH (negative effect) were the most influential factors for the removal of

color from the textile effluent (Figure 1 and 2). Bonugli-Santos et al. (2016) in study of biotechnological potential

of fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 derived from sea, investigated the influence of 12 independent factors on

degradation of Reactive Black 5, using the experimental design, and observed that the factors with the greatest

impact were peptone, yeast extract, dye concentration, and CuSO4, all with negative effect.
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Figure 1 Pareto chart in the bleaching process of textile effluent by the fungus Trichoderma atroviride URM 4950;

(1) Temperature, (2) Yeast Extract Concentration and (3) pH; MS Pure Error =.0086491

(2)Yeast extract ! -3,05498
Concentration
(1)Temperature

-1,68944

1by3 | 1,570068

(3)pH | 1,311558

1by2 | -,784654

1*2*3 -,148263

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Although has a negative effect on the decolorization process, temperature factor not present significant statistical
significance, which suggests that T. atroviride URM 4950 and URM 3735 can be tested at a lower temperature
without negatively influencing decolorization, thus suggesting the temperature of 25 °C to perform the process
(Figure 8 and 9). Miranda et al. (2012) analyzed in Pareto chart the decolorization of textile effluent by P.
chrysosporum CCT 1999 and found that the four factors studied (pH, concentration of yeast extract, agitation and
copper sulphate concentration) significantly influenced the removal of Color of the textile effluent.

The application of statistical techniques of experimental design in process of decolorization can result in better
removal, less variability, besides the reduction of time and costs without development of the process (Srinivasan

and Murthy, 2009).
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Figure 2 Pareto chart in the bleaching process of textile effluent by the fungus Trichoderma atroviride URM 3735;

(1) Temperature, (2) Yeast Extract Concentration and (3) pH; MS Pure Error =,0081218

2by3 -3,30561
(2)Yeast Extract -3,28991
Concentration
(1)Temperature

-1,50726

(3)pH ,9666522

1lby2 -, 794036

1by3 , 7791279

1*2*3 + ,2589247

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Conclusions

In the present study, the statistical design was used to optimize the decolorization of the textile effluent by

T. atroviride URM 4950 and URM 3735, resulting in an excellent rate of decolorization and effluent at 25 and 35
°C, concentration of yeast extract, 0.5 g.L* and pH 7.0. Thus, T. atroviride URM 4950 and URM 3735 had great
potential for the practical application in the field of environmental biotechnology such as biodegradation of
different industrial dyes and textile effluents.
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