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RESUMO

Os efluentes téxteis possuem elevadas quantidades de corantes e materiais em
suspensao com impacto ambiental, seu despejo em corpos d’agua ocasiona problemas as
formas de vida por serem agentes muitas vezes mutagénicos e/ou carcinogénicos. O
objetivo desse trabalho foi de avaliar a descoloracdo do efluente proveniente de
lavanderia industrial téxtil de Caruaru-PE/Brasil por fungos imobilizados em suportes
sintético e natural, assim como testar a toxicidade do material residual. Para o trabalho
foram utilizados dez fungos filamentosos provenientes da Micoteca URM — UFPE. Os
fungos foram submetidos aos ensaios de descoloracdo do corante e das fenoloxidases,
sendo selecionados para os testes de imobilizacdo em espuma de poliuretano-EPA e
bucha vegetal-BV (Luffa cylindrica) os que apresentassem percentual de descoloragéo
acima de 80% com o corante, seriam submetidos ao teste com o efluente. Apos a
imobilizacdo dos fungos aos suportes, a aderéncia foi visualizada em microscopia optica
e varredura. Aspergillus niger e Scytinostroma duriusculum apresentaram percentuais de
descoloracdo do corante de 89,49 e 86,50% respectivamente e producdo de manganés
peroxidase de 35,72 e 106,79 U/L, com baixa producdo da lacase. Os dois fungos
aderiram a EPA e o somente Aspergillus niger a BV. O A. niger imobilizado descoloriu
54, 47% no EPA e 30,28% no BV. Enquanto que, Scytinostroma duriusculum
imobilizado descoloriu 89,88% do corante e 95,12% do efluente. O fungo
Scytinostroma duriusculum imobilizado pode ser utilizado nos processos de

biorremediacdo de efluentes téxteis.

Palavras-chave: Biodegradagéo. Biotratamento. Fenoloxidases.



ABSTRACT

The textile effluents have high amounts of dyes and materials in suspension with
environmental impact, their dumping into bodies of water occasional problems in the
life forms by mutations and carcinogens. The objective of this work was evaluated by a
discoloration of the effluent from the industrial laundry of Caruaru-PE / Brazil by fungi
immobilized in synthetic and natural supports, as well as to test the toxicity of the
residual material. For the work we used ten filamentous fungi from Micoteca URM -
UFPE. The fungi were submitted to the discoloration tests of the curator and the
phenoloxidases production, and the ones that presented percentage of discoloration
above 80% with the dye were selected for the tests of immobilization in polyurethane
foam-EPA and vegetal bush-BV (Luffa cylindrica) would be submitted to the effluent
test. After an immobilization of the fungi to the supports, an application for optical
microscopy and scanning. Aspergillus niger and Scytinostroma duriusculum presented
dye discoloration percentages of 89,49 and 86,50% respectively and manganese
peroxidase production of 35.72 and 106.79 U / L, with low laccase production. The two
fungi joined the EPA and the soil Aspergillus niger to BV. The immobilized A. niger
discolored 54,47% without EPA and 30,28% non-BV. Meanwhile, immobilized
Scytinostroma duriusculum discolored 89,88% of the dye and 95,12% of the effluent.
The immobilized Scytinostroma duriusculum fungus can be used in the processes of
bioremediation of textile effluents.

Keywords: Biodegradation. Biotreatment. Phenoloxidases.
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1 INTRODUCAO

O setor industrial teve sua maior expansdo no século XX, tais como industrias
de bebidas, automobilistica, siderargicas, farmacéuticas, petroquimicas e téxteis,
entretanto esse desenvolvimento também tem causado maiores desastres ecolégico ao
ambiente. O aumento populacional afeta diretamente o despejo de diversos poluentes
quimicos ao meio ambiente ja que para atender um maior nimero de pessoas é
necessario aumentar a producdo, gerando assim maior quantidade de efluentes (DADI
etal., 2017).

Esses efluentes contém subprodutos que séo gerados a partir do processamento
de varias matérias primas, que utilizam grandes quantidades de agua e causam impactos
de diferentes naturezas quando lancados ao ambiente, pois sdo considerados nocivos a
fauna, flora e microbiota. Quanto a industria téxtil essa problematica é ainda maior
devido a expansdo desse setor no mundo e a variabilidade de corantes e pigmentos
sintéticos utilizados, sendo muitos destes carcinogénicos e mutagénicos e de dificil
degradacédo (ITO et al., 2016).

Nesse contexto, na mesorregido do Agreste pernambucano, principalmente, nos
municipios de Santa Cruz do Capibaribe, Toritama, Riacho das Almas e Caruaru, onde
possuem grande importancia para a economia estadual, a criacdo do polo de confecgdes
foi responsavel por alta empregabilidade de moradores dessa area iniciada a partir da
década de 60 (LUCENA, 2004). Entretanto, os efluentes produzidos por lavanderias
do polo industrial téxtil dessa regido acarretam o impacto pelo despejo nos canais das
cidades e consequente poluicdo dos rios. Segundo o relatério de atividades da Agéncia
Estadual do Meio Ambiente a qualidade da agua dos rios Capibaribe e Ipojuca esta
comprometida devido a poluicdo principalmente pela introducdo de corantes de
industrias téxteis (CPRH, 2013).

Contudo, a facilidade em se analisar as caracteristicas fisico-quimicas dos
efluentes langados no meio ambiente possibilitou maior monitoramento quanto ao
impacto destes, assim como a fiscalizacdo da vazdo de residuos téxicos em corpos
d’agua que ¢ imprescindivel no ponto de vista legislativo, contribuindo para um menor
impacto (DHANJAL et al., 2013). O método de tratamento de efluentes industriais
téxteis pode mudar conforme varios fatores, mas é levado em consideracao,

principalmente, a natureza quimica do corante presente. A partir disso podem ser
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escolhidos métodos quimicos, fisicos e bioldgicos ou a unido destes para o tratamento

mais eficaz (GUPTA et al., 2015).

Devido a falta de consolidacao de tratamento de efluentes téxteis das lavanderias
do agreste pernambucano, o acimulo de efluentes tem se tornado uma realidade para
essa regido de Pernambuco, em que o despejo irresponsavel de aguas residuais nao
tratadas estd acometendo a vida em torno dos principais rios que cortam 0s municipios
do Polo industrial téxtil, numa regido com falta de agua. Este trabalho buscou realizar
imobilizacbes de fungos com atividade ligninoliticas em suportes sintético e natural
para descoloracdo de corante indigo Carmim com objetivo de dar alicerce a um

tratamento bioldgico eficiente.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Imobilizar fungos filamentosos em suportes sintético e bioldgico para o
tratamento de efluente téxtil coletado em lavanderia industrial do municipio de

Caruaru-PE.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar fisico-quimicamente o efluente téxtil;

b) Selecionar espécies de fungos com capacidade em descolorir corante e efluente
téxtil;

c) Testar aderéncia dos micro-organismos aos suportes;

d) Realizar ensaios de descoloracao do efluente téxtil com os organismos imobilizados
em suportes sintético e biologicos;

e) Caracterizar os subprodutos resultantes da degradacao do efluente téxtil;

f) Testar toxicidade do produto residual,

g) Validar estatisticamente os resultados obtidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INDUSTRIAS TEXTEIS

A industria téxtil é considerada um dos setores de maior importancia em escala
global, sendo responséavel por alta producdo e empregabilidade. As industrias deste
segmento possuem setores especificos que em conjunto transformam grandes
quantidades de tecidos em pecas téxteis e de vestuario para varejo, exportacdo e
representacdo comercial. Os setores da industria téxtil podem ser descritos de forma
linear destacando fiacdo, tecelagem, malharia, acabamento e confec¢do. Uma das
principais caracteristicas a ser notada em torno do segmento téxtil é a geracdo e dispersao
de rejeitos formados contendo grandes quantidades de &gua, quimicos e corantes,

fundamentais na criacdo dos produtos (CHATHA et al., 2017).

Figura 1 — Setores da Industria Téxtil
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Fonte: FALANI (2014)

O Brasil encontra-se entre as nages que se destacam pela producdo de produtos téxteis,
estando entre os 10 maiores produtores, mesmo em desvantagem quando se comparado a

paises do oriente médio tais como india, Paquistdo e China. A China se tornou referéncia
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como modelo de competéncia na industria téxtil devido a fatores internos, por ser uma das
primeiras industrias a se estabelecer e criar empresas privadas deste setor visando
estratégias de desenvolvimento (ZHANG et al., 2010; LOKHANDE et al., 2011). De
acordo com o Relatério Setorial da Industria téxtil brasileira (IEMI, 2013), o consumo
mundial de fibras téxteis naturais e quimicas (sintéticas) teve crescimento de
aproximadamente 3,5% ao ano entre 1990 e 2011, houve passagem de 40,0 para 82,0
milhGes de toneladas consumidas. Notou-se também que o uso das fibras quimicas
sobressaiu sobre as fibras naturais nesse mesmo intervalo de tempo, passando de 48% para
66%. E importante levar em consideracdo o aumento populacional mundial com taxa
média anual de 1,3%.

As regides de maior importancia do segmento téxtil no Brasil, compreendem as
cidades da Regido Metropolitana de Sdo Paulo, Campinas-SP, Vale do Itajai-SC, os
fatores sdo baseados em nUmero de estabelecimentos micro/pequeno e médio/grande,
assim como a empregabilidade. Na regido Nordeste, o principal centro téxtil esta situado
na Regido Metropolitana de Fortaleza, tendo destaque ainda para as mesorregifes da
Mata Paraibana (PB), Leste Potiguar (RN), Agreste Pernambucano (PE) e Regido
Metropolitana de Salvador (BA). (MTE/RAIS, 2012)

O segmento téxtil e de confeccdo do Brasil, destaca-se como moderna e
competitiva ao estar entre grandes produtores mundiais. Porém, sua producdo se tornou
mais evidente para o mercado interno, tornando a participacdo do Brasil no comércio
téxtil internacional ainda muito pequena. Segundo Rovere (2006) a quantidade de
empresas em cada um dos elos da cadeia produtiva téxtil aumenta, todavia, o porte médio
das empresas diminui a medida que se caminha na direcdo dos bens acabados.

2.2 Polo Industrial Téxtil do Agreste Pernambucano

Na mesorregido Agreste o Polo Téxtil deu inicio com desenvolvimento nas cidades
de Santa Cruz do Capibaribe, Caruaru e Toritama. Mas as empresas do setor ja se
espalharam para outros municipios proximos como Surubim, Vertentes, Brejo da Madre de
Deus, Agrestina e Taquaritinga do Norte demonstrados na Figura 2. Os produtos séo

distribuidos para todas as regides do estado de Pernambuco e as demais regides do Brasil.
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Figura 2 — Mapa geografico do estado de Pernambuco em destaque para a
Mesorregido Agreste
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Dentre as cidades que pertencem ao Polo, Toritama é considerada uma das
cidades responsaveis pela producdo de pecas de vestuario no Brasil (ALMEIDA, 2016),
a relagdo com a quantidade de vestuario produzido estd intimamente ligada com o0s
impactos ambientais encontrados nessa regido (NOACK, 2011)

O problema ambiental na mesorregido Agreste de Pernambuco é caracterizado
pela grande quantidade de 4&gua utilizada para lavagem. S &o utilizados
aproximadamente 40 litros de agua por cada peca lavada, gerando grande quantidade de
efluente téxtil, consequentemente um maior estado critico ambiental desta area
(PAIVA, 2011). A falta de sistema de tratamento apropriado e a ndo reutilizacdo da
agua somam aos problemas técnicos das proprias empresas.

Os efluentes das lavanderias das principais cidades do Polo téxtil do Agreste
sdo dispensados nos diferentes corpos hidricos responsaveis pelo abastecimento de
agua dos municipios da regido como os rios Ipojuca e Capibaribe, comprometendo a
qualidade da agua para os seres vivos e uso em suas variadas aplicacées (VIANA et al.,
2018). E de importante conhecimento o monitoramento das &guas utilizadas em
processos industriais téxteis, as caracteristicas da agua bruta e dos efluentes gerados
pelas industrias téxteis locais para que possam ser providenciadas medidas de reuso das
aguas e remediacéo (LU, 2010).

O reuso da agua e feito de forma indireta nessa regido, pelo fato de ter o rio
Capibaribe como tnica forma de corpo d’agua receptor, a posterior captagao de agua

para insumo no processamento de material téxtil justifica reutilizacdo de agua
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anteriormente contaminada (XAVIER, 2012).

2.3 Corantes Téxteis

Os corantes téxteis sdo utilizados na etapa de coloracdo dos tecidos,
responsaveis pelo tingimento. Os corantes sdo caracterizados por serem pequenas
moléculas e sdo compostos por dois componentes importantes: O grupo cromaforo, que
seré responsavel por atribuir cor ao produto téxtil e um grupo funcional, que tem como
funcdo ligar-se a fibra do tecido fazendo com que no processo de lavagem o produto
permaneca com a cor escolhida (WARING, 2013). Antes da descoberta de corantes
sintéticos, eram utilizados corantes naturais obtidos a partir de plantas, animais e
minerais para tingimento de roupas e objetos variados. Ao desenvolverem corantes de
origem sintética fez-se necessario classificd-los com base em sua fonte, estrutura
quimica, solubilidade e aplicacdo devido ao surgimento de uma gama de corantes
téxteis artificiais (YAGUB et al., 2014).

Segundo GUARATINI E ZANONI (2000) a classificacdo dos corantes pode ser
dada a partir da sua natureza quimica ou ao modo de aplicacdo ao tipo de fibra, sendo
esta Ultima a maneira mais préatica de se discernir podemaos classificar os corantes em:

» Corantes reativos: Capacidade de formar ligacdo covalente com grupos hidroxila das
fibras de celulose, com grupos amino, hidroxila e tidis das fibras proteicas e com
grupos amino de poliamidas. A reacdo quimica deste corante é caracterizada pela
substituicdo do grupo nucleofilico pelo grupo hidroxila da celulose. Possuem alta
solubilidade em &gua e a formam ligacdo covalente entre o corante e a fibra.

» Corantes diretos: Sdo formados principalmente por corantes contendo mais de um
grupo de azo ou pré-transformados em complexos metélicos. Alta solubilidade em
agua, sendo capazes de interagir com as fibras celul6sicas por interacGes de Van der
Waals.

» Corantes azoicos: Uso de sistema de producdo diretamente na fibra. Realiza a reacéo
de acoplamento na fibra através da adi¢cdo de um sal de diazoénio, produzindo um
corante insoltvel em agua e de alta resisténcia contra umidade e luz.

» Corantes &cidos: Séo soluveis em agua, com boa aderéncia em fibras proteicas e
poliamida sintética. O corante previamente neutralizado faz ligacdo com a fibra por
meio de trocas idnicas. Ampla coloracdo e grau de fixagao.
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» Corantes a cuba: S&o muito utilizados em fibras de algoddo. Sua aplicacdo ocorre de
forma praticamente insolivel em &gua, porém no processo de coloragdo Ssao
transformados em solucéo alcalina, reduzindo em composto soluvel.

» Corantes de enxofre: Atribui¢do de tonalidades fortes como preta, verde-oliva, azul-
marinho e marrom em fibras celuldsicas. Apresentam compostos macromoleculares
com pontes de polissulfetos, altamente insolUveis em agua. Geralmente compostos
de residuos toxicos

» Corantes dispersivos: Sao utilizados em tintura de fibras sintéticas. Formados por
corantes insolUveis em &gua e aplicados por meio de suspensdo. Sofrem hidrolise na
coloragdo das fibras, ocorrendo lentamente uma precipitacdo da molécula original.

» Corantes pré-metabolizados: Possuem um grupo hidroxila ou carboxila na posicao
Ortho em relacdo ao cromdéforo azo formando ions metélicos. Conferem
desvantagem ecoldgica, uma vez que estes corantes estdo associados ao alto
contetdo de metal no seu efluente.

» Corantes branqueadores: Corantes brancos que permitem diminuir a aparéncia
amarelada das fibras téxteis bruta.

Diferentes tipos de téxteis sdo tingidos usando diferentes tipos de corantes. Os
corantes podem ser classificados em diferentes tipos dependendo de composicoes e
suas propriedades. Portanto, 0 uso de corantes passa por variacdes de industria para a
indUstria, dependendo dos tecidos que as fabricam. Tecidos a base de celulose sdo
tingidos principalmente por corantes reativos, mas também sdo utilizados outros tipos
de corantes como corantes a cuba, sulfurosos e indigoides (GHALY, 2014).

As propriedades quimicas dos corantes também podem ser utilizadas como
critério de classificagcdo em diferentes tipos como: Azos, Antraquinonas, Indigdides
entre outros. Destes, 0s corantes azo formam o maior grupo de corantes sintéticos (60-
70%) e possuem versatilidade onde sdo utilizados nas industrias para aplicacbes em
téxteis, papéis, couros, petroquimica, aditivos, produtos alimentares, cosméticos, entre
outros. Os subprodutos resultantes em efluentes contém tanto corantes quanto ions
metalicos. Os corantes azoicos séo caracterizados por ligacdes duplas de azoto a azoto
(-N = N-) que sdo usualmente ligadas a duas porcOes das quais pelo menos um, mas
normalmente ambos séo grupos aromaticos.

Alguns exemplos de corantes azoicos sdo laranja de metila, laranja acido 7,

laranja &cido 20, laranja Il, vermelho de metila, vermelho reativo 2, laranja reativo 16,
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preto reativo 5, vermelho Congo, vermelho solvente 1, azul brilhante de remazol, entre
outros. Devido a grande toxicidade e persisténcia dos corantes azo no meio ambiente, a
sua remocao das aguas residuais tornou-se uma questao importante de interesse social e
ecologico durante os ultimos anos (RAUL et al., 2011; ZHANG et al., 2016). A tabela

1 descreve as principais categorias de corantes levando em conta sua estrutura quimica.

Tabela 1 — Descri¢do das principais categorias de corantes com base em sua estrutura
quimica seguida de suas numeragdes no Color Index.

Classe quimica N° de constituicdo Classe quimica N° de constituicao

Nitroso 10000 — 10299 Indamina 49400 — 49699
Nitro 10300 — 10999 Indofenol 49700 — 49999
Monoazo 11000 — 19999 Azina 50000 — 50999
Diazo 20000 — 29999 Oxazina 51000 - 51999
Triazo 30000 — 34999 Triazina 52000 — 52999
Pliazo 35000 - 36999 Sulfuroso 53000 — 54999
Azoico 37000 — 39999 Lactona 55000 — 55999
Estilbenno 40000 — 40799 Aminocetona 56000 — 56999

Carotenoide
Difenilmetano

40800 — 40999
41000 — 41999

Hidroxicetona
Antraquinona

57000 — 57999
58000 — 72999

Triarilmetano 42000 — 44999 indigo 73000 — 73999
Xanteno 45000 — 45999 Ftalocianina 74000 — 74999
Acridina 46000 — 46999 Natural 75000 — 75999
Quinolina 47000 — 47999 Base de Oxidacdo 76000 — 76999

Metina 48000 — 48999 Pigmento inorganico 77000 - 77999
Triazol 49000 — 49399

Fonte: Gurses (2016)

Os corantes sintéticos séo utilizados amplamente no processamento de tecidos da
industria téxtil e o seu despejo por meio de efluente acarreta em verdadeiro desequilibrio
ambiental devido a alta concentracdo de diferentes corantes e a toxicidade de cada tipo
(BEDOUI et al., 2015).
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2.3.1 Indigo Carmim

O corante indigo carmim, conhecido também como Acid blue 74 ou sal sodico do
acido 5,5'- indigodisulfénico, € um corante historicamente utilizado na industria
alimenticia, fabricacdo de capsulas como um pigmento solvel, como corante de contraste
para a mucosa colorretal para melhor visualizacdo de leses detectadas pela colonoscopia,
e € também usado como agente complexante para a analise de cobre por
espectrofotometria. No entanto, seu principal emprego ocorre nas industrias téxteis,
principalmente para coloragédo de vestes jeans (LOPES, 2008; CHANDEL et al.,2015).

Figura 3 — Férmula estrutural quimica do corante indigo Carmim.
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Fonte: SIGMA-ALDRICH (2016)

O corante Indigo Carmim apresenta a coloracdo azul e é considerado como
altamente toxico para a classe de corantes indigoides. O contato com ele pode causar
irritacbes na pele e nos olhos, assim como pode causar danos permanentes a cornea e
conjuntiva. Além de provocar a longo prazo por ingestdo toxicidade reprodutiva, de

desenvolvimento e neuronal (NACIRI et al., 2016).

2.3.2 Aspectos Ecologicos e Toxicoldgicos Associados aos Corantes

Atualmente os problemas ambientais e ecoldgicos envolvendo a industria de
corante ou de fabricas téxteis vém sendo 0os mesmos desde a introducdo desse tipo de
industria na sociedade. Os efluentes produzidos, ndo tratados convenientemente, sdo
langados em aguas naturais, capazes de atingir reservatorios e estaces de tratamento de
agua e sdo a preocupacdo ecoldgica de maior preocupacdo (GUARATINI E ZANONI,
2000).
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Deste modo, devido a existéncia de corantes altamente insollveis que requerem
uma baixa solubilidade no processo de aplicacéo e de corantes com alta solubilidade, é de
grande importancia a verificacdo da qualidade das &guas residuais em que os efluentes

téxteis contendo produtos nocivos sdo dispensados.

O trabalho de Sponza (2006) investigou a toxicidade aguda das aguas residuais da
indlstria de producdo de corantes quimicos por testes de toxicidade tradicionais e
utilizando diferentes organismos incluindo bactérias, algas, peixes e protozoarios para
representar quatro niveis tropicos. O teste de toxicidade demonstrou toxicidades
existentes conforme niveis de enriquecimento de compostos nocivos demonstrando que
0s testes de toxicidade devem ser impostos aos regulamentos de descarga de efluentes. A
avaliacdo da toxicidade ou persisténcia de aguas residuais é essencial para o seu impacto
perigoso e na avaliacdo de risco.

A inativacdo dos rejeitos toxicos provenientes dos efluentes téxteis normalmente
é realizada através de reacdes de hidrolise de seus grupos funcionais, tornando o corante
guimicamente inerte. Alguns estudos demonstram que estes compostos toxicos na forma
ndo hidrolisada apresentam alta estabilidade hidrolitica em um meio neutro, permitindo
um tempo de vida longo em ambientes aquéaticos. Weber (1993) em seu trabalho com
corante azul reativo 19 demonstrou por meio de calculo de estimativa que o tempo de
meia vida do corante azul reativo em pH 7 em aguas naturais a 25°C é de 46 anos. Os
problemas da permanéncia de corantes téxteis de diferentes tipos em corpos d’agua tém
causando expressiva preocupacao quanto aos aspectos ecoldgicos visto que 0s corantes
possuem suas préprias singularidades.

Segundo Leme et al. (2015) os riscos toxicoldgicos relacionados a saude humana
estdo intrinsicamente ligados ao modo e tempo de exposicao, principalmente com relacdo
a ingestdo oral e sensibilidade da pele. Dentre os resultados obtidos através de modelos de
exposicdo oral usando o teste de Ames e ensaios com células hepéaticas humanas
(TSUBOY, 2007; AKHTAR, 2016; AKHTAR, 2018)

Ha evidéncias de que corantes azo solUveis em agua, se oralmente administrados
sdo metabolizados pela microbiota intestinal e excretados mais rapidamente que oS
compostos menos sollveis, j& 0s compostos insoliveis em d&gua poderiam ser
biodegradados no figado formando conjugados sollUveis em &gua que ao serem

transportados para o intestino seriam reduzidas por bactérias do trato intestinal
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(NGUYEN, 2016). Entretanto h& consideragdo de exposi¢do cronica de corantes
carcinogénicos e mutagénicos.

De todo modo no contexto de poluicdo de aguas por efluentes téxteis sdo
considerados fatores de exposi¢do como recreacdo, atividades esportivas, higiene pessoal
e consumo de agua para beber. Contudo grande parte das pesquisas sobre a salde
englobam as reacdes alérgicas na pele. Mistura de corantes sdo usados para a coloracgao
de fibras sintéticas, sendo relatado causas frequentes de processos alérgicos, como
dermatites de contato, um problema recorrente (RYBERG, 2009). Os micro-organismos
do corpo humano agem numa maior protecdo contra essas substancias. Entretanto, ha que
ser considerado o tempo de exposicdo de corantes e tornar-se uma doenga cronica
(SOWADA, 2014; FENG, 2012).

Regulamentacdes rigidas tém sido aplicadas em muitos paises referente ao
descarte de efluentes contendo corantes, onde a legislagdo governamental esta cada vez
mais rigorosa, em destaque para os paises em desenvolvimento e desenvolvidos que
abrigam a maior parcela de inddstrias téxteis para fim de estabilizacdo e remocdo dos
corantes (ANJANEYULU, 2005; IMMICH, 2009).

2.4 TRATAMENTO DE EFLUENTES TEXTEIS

Segundo a Resolucdo n° 430 de maio/2011, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), os efluentes de qualquer fonte poluidora deverdo ser lancados
diretamente no corpo receptor se obedecerem as condicdes e padrbes previstos por lei,
como por exemplo, pH do efluente (5-9), temperatura acima de 3°C e abaixo de 40°C,
auséncia de material flutuante e remoc¢do de no minimo 60% da Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO).

O tratamento de &guas residuais do processamento de produtos téxteis é marcado
pela necessidade de se desenvolver métodos na forma de pré-tratamento, pds-tratamento
ou tratamento principal, os quais tém sido investigados por varios pesquisadores em todo
o mundo. O efluente produzido a partir de uma fabrica téxtil contém um ou mais corantes
misturados e possui varios constituintes organicos e inorganicos como agentes de
colagem, produtos quimicos, corantes, pigmentos, surfactantes, 6leos e outros aditivos
que sdo adicionados nas diversas etapas do processo da técnica de tingimento utilizada.

Devido a presenca desses compostos os efluentes sdo caracterizados por terem pH
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elevado, sdlidos em suspensdo, demanda quimica de oxigénio, cor e alcalinidade. Desta
forma, o efluente formado tem como principio a necessidade de tratamentos fisicos,
quimicos e bioldgicos devido a sua cor e presenca de compostos recalcitrantes (VERMA,
2012; YADAYV, 2013).

Em geral os processos de tratamentos que sdo adotados pelas indUstrias téxteis
tém como operacdo as técnicas de sistemas fisico-quimicos, seguidos do tratamento
bioldgico via lodo ativado, apesar de apresentem cerca de 80% de eficiéncia na remocao
da cor. Em contrapartida, o problema relacionado com o acumulo de lodo é bastante
critico, uma vez que o teor de corantes anteriormente adsorvido é bastante elevado, o que
impede qualquer possibilidade de reaproveitamento (ROBINSON, 2001; KUNZ, 2002).

2.4.1 Tratamento Fisico-Quimico

Dentre os tratamentos de efluente téxtil existentes, a coagulacao-floculagdo é o
tipo de tratamento fisico-quimico mais utilizado sendo empregadas em estacdes de
tratamento de &guas residuais téxteis com intuito de descolorir efluentes e auxiliar na
reducdo da carga total de poluentes. Essa técnica de descoloracdo tem alta eficiéncia na
descoloracdo do efluente removendo moléculas do corante, entretanto, se torna bastante
comum a producdo de compostos aromaticos caracteristicamente nocivos e toxicos sendo
necessaria a implementacdo de tratamentos subsequentes. Ha vasto conhecimento sobre
coagulantes inorganicos como Alum, Cal, FeCls, FeSOs, MgCl. e organicos como
polieletrdlitos (PAPIC, 2004; BIDHENDI, 2007)

O trabalho de Sabur (2012) demonstrou eficacia no tratamento de efluentes téxteis
com base em coagulacdo quimica e precipitacdo utilizando coagulantes como Cloreto de
Polialuminio (PAC) e SAFI individualmente ou em misturas onde foram capazes de
promover a remocdo de poluentes da dgua do lago em determinada faixa de pH. Os autores
também indicaram o lodo obtido a partir deste procedimento como componente de
fertilizante orgénico de libertacdo lenta, uma vez que tem capacidade de condicionamento
do solo, ressaltando cuidado no uso extensivo de lodo em adubos no solo por ser motivo de
preocupacao para o risco de contaminacéo por metais pesados.

O método de floculagdo também pode ser realizado de maneira que a se utilize

polimeros amplamente difundidos na natureza, como a quitosana, subproduto
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desacetilado da quitina. Devido a facilidade em ser manipulado e ser solivel em solugtes
cidas, torna vasta sua aplicabilidade. A quitosana € um polimero catidnico linear
biodegradavel, ndo toxico, de elevado peso molecular que ao ser aplicada em processos
de coagulacdo na remediacao de efluentes téxteis, produz floculacdo e sedimentacéo de
residuos eficientes (HASSAN, 2009).

A combinacéo de tratamentos quimicos com tratamentos de natureza fisica é uma
maneira de se complementar as forcas de cada um e superar as limitacdes de cada técnica
melhorando o desempenho geral para o tratamento de aguas residuais de corantes. A
nanofiltracdo é capaz de remover por completo a cor intensa deixada em solugcfes de
corantes tratados com coagulacdo e floculacdo. A eficacia do tratamento quimico é
melhorada pelo tratamento fisico de nanofiltracdo e subsequentemente resulta em menos
lama composta por metais pesados. (AOUNI et al., 2012; LIANG et al., 2014; ONG et
al., 2014).

A oxidacdo quimica é o processo de tratamento quimico que utiliza agentes
oxidantes fortes como o perdxido de hidrogénio, cloro e outras substancias para forcar a
degradacéo de produtos organicos da agua residual. A oxidac¢do quimica é o método mais
utilizado para realizar a descoloracdo por produtos quimicos por se tratar de uma técnica
simples onde o principal agente oxidante é perdxido de hidrogénio (ARAVIND, 2016).

Além da oxidacdo quimica simples, o processo de Fenton é uma das mais
avancadas técnicas de oxidacao. O seu mecanismo de oxidacdo € baseado na producéo de
radicais hidroxila (ponto OH radical) como resultado da reacdo do perdxido de
hidrogénio (H202) com fons ferrosos (Fe?*) sob condigdes acidas. O ponto OH radical é
conhecido como o segundo agente oxidante mais poderoso e sua capacidade de oxidacao
é ligeiramente menor que o fldor. O ponto radiométrico, que é um agente oxidante nao
seletivo, pode oxidar compostos organicos presentes no efluente (SAHINKAYA et al.,
2013).

A utilizagdo de membranas de filtracdo também pode ser incrementada com
diferentes tratamentos fisicos como osmose reversa. Esse tipo de procedimento tem como
objetivo principal o tratamento de &guas residuais altamente poluidas que ao serem
tratadas por membranas podem produzir agua para reuso de processo na lavagem de
corantes, reaproveitando-a (KURT et al., 2012).

Outro método fisico que ganhou notoriedade foi o processo de adsorcdo que é



26

definido pela interacdo de interfaces, onde ocorre a adesdo de um adsorbato na superficie
ou poros de um adsorvente. A capacidade de remoc¢do do poluente esta relacionada com
as caracteristicas do material adsorvente, como area superficial disponivel, assim como, o
tamanho da molécula ou ion adsorvido e outras peculiaridades morfoldgicas e estruturais
do material. O adsorvente mais conhecido é carvdo vegetal, onde é bastante empregado
em tratamentos de efluentes téxteis (PATEL et al., 2010; BAZRAFSHAN et al., 2016).

2.4.2 Tratamento Biologico

Os métodos fisicos e quimicos sdo caracterizados por resultarem em degradacao
incompleta de corantes presentes em efluentes téxteis. O tratamento bioldgico engloba a
participacdo de bactérias, fungos, plantas e algas na remoc¢édo da cor de corantes, sendo
utilizado principalmente como método complementar aos tratamentos quimicos e tém se
mostrado eficiente. Geralmente, a degradacao de poluentes € obtida atraves da escolha de
uma espécie ou por consadrcios de organismos, pois a aplicacdo efetiva de campo de uma
Unica espécie tem capacidade limitada para apresentar o tratamento maximo realizado
visto que ha repressdo da competicdo em populagdes nativas do poluente (CHEN et al.,
2006; SANDHYA et al., 2008).

Os métodos bioldgicos de tratamento de efluentes sdo classificados usualmente
em aerdbios e anaerdbios. Os micro-organismos como bactérias e fungos fazem parte dos
principais organismos para tratamento bioldgico de efluentes. O tratamento aerdbio
refere-se a degradacdo dos compostos existentes nos efluentes onde utilizam a molécula
de oxigénio livre como aceptor final de hidrogénio. O tratamento anaerébio utiliza a
molécula de oxigénio ligado aos compostos quimicos como receptor final de hidrogénio
(BARRETO, 2011). Deste modo, para populacbes microbianas que fazem parte do
sistema de tratamento devem ser capazes de trabalhar sob condigfes ideais de aerobiose
ou anaerobiose para realizar a mineralizacdo completa da molécula de corante.

A biorremediacdo de corantes azo por micro-organismos 0corre em um processo
envolvendo duas etapas: A primeira etapa a reducdo anaerébica da ligagdo azo formando
duas aminas aromaticas, e a segunda etapa envolve a digestdo aerObica das aminas
aromaticos por uma populacdo bacteriana mista levando a sua mineralizagdo completa.

Normalmente as técnicas convencionais de tratamento de efluente em aerobiose ndo
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podem remover eficientemente os corantes azo dispersos sendo necessérias técnicas
aditivas (SEN et al., 2003).

A utilizacdo biotecnolégica de organismos vivos tais como os fungos para
remover ou reduzir poluentes no ambiente € uma alternativa amigavel, eficaz e adequada
do ponto de vista ambiental, quando comparada aos processos quimicos e fisicos

utilizados na recuperacéo de areas contaminadas.

2.5 FUNGOS EM BIORREMEDIACAO DE CORANTES E EFLUENTES TEXTEIS

Os fungos desempenham papéis importantes como atuantes nos ciclos
biogeoquimicos, na degradacdo, utilizacdo e transformacdo de substratos organicos e
inorganicos. O metabolismo dos fungos é utilizado pelas aplicacbes em biotecnologia
ambiental, degradacdo de poluentes organicos, bem como efeitos adversos quando esses
mecanismos estdo envolvidos enfatizando sua relevancia biotecnoldgica (GADD, 2004).

A maior parte das transformacbes que caracterizam as ciclagens de matéria
organica no ambiente sdo realizadas pelos fungos, que possuem répida capacidade de
adaptacdo do seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia, fazendo com que
sobrevivam a diferentes condic¢des. Esta condicdo esta diretamente ligada a producdo de
uma vasta quantidade de enzimas, ndo especificas, capazes de degradar polimeros de
origem vegetal, assim como uma grande variedade de outras moléculas organicas
(SARQJ, 2015).

Fungos basidiomicetos ou fungos da podriddo branca sdo exemplos de micro-
organismos com alta capacidade de degradacdo associada a producdo de enzimas
extracelulares. Essas enzimas possuem baixa especificidade para o substrato, podendo ser
utilizadas para o tratamento de residuos de caracteristicas variadas como os residuos
téxteis. As principais enzimas envolvidas nos processos de degradacdo sdo lacases,
lignina peroxidases e manganés peroxidases (WESENBERG et al., 2003). Diversos
estudos demonstram resultados positivos com espécies fungicas pertencentes a outras
classes, confirmando a eficiéncia dos fungos em degradar corantes e efluentes téxteis.
Alguns géneros com comprovada eficAcia para biorremediacdo sdo Aspergillus,
Penicillium, Chaetomium, Trichoderma, entre outros (AYDOGAN et al., 2014; ADNAN
etal., 2015; DURRUTY et al., 2015; MANAI et al., 2016).
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2.6 IMOBILIZAGAO DE CELULAS

A imobilizacdo celular tem como definigdo o confinamento de células
microbianas viaveis em determinada regido do espaco, limitando a sua migracdo livre e
apresentam caracteristicas hidrodindmicas que diferem do ambiente a ser inserido
mantendo a0 mesmo tempo suas atividades enzimaticas de forma repetida e continua
(MARTINS et al., 2013).

Para imobilizacdo de micro-organismos, a aplicacdo se espalha em torno do
ambiente industrial. Em comparagdo com a suspensdo de células livres a imobilizacédo de
micro-organismos oferece uma multiplicidade de vantagens, como alta biomassa, alta
atividade metabdlica e maior resisténcia a produtos quimicos téxicos. Além disso, ha
rentabilidade dos suportes imobilizados por ser utilizados véarias vezes sem perda
significativa de atividade microbiana (ZHOU et al., 2008; LIU et al., 2012).

A escolha dos suportes a serem utilizados € uma das decisdes mais importantes
para uma melhor preparacdo dos micro-organismos na imobilizacdo. Para tratamento de
aguas residuais, os suportes deverdo apresentar algumas caracteristicas como: ser um
material insolvel, ndo biodegradavel, atoxico, ndo poluente, com peso leve. Também
sdo levados em conta a flexibilidade, estabilidade mecanica e quimica, alta difusividade,
apresentar alta retencdo de biomassa de micro-organismos e ser preferencialmente de
custo baixo (LEENEN et al., 1996).

A imobilizacdo de células microbianas em processos biologicos pode ocorrer
naturalmente ou artificialmente, e para os diferentes tipos de imobilizacdo foram
atribuidos aos seguintes nomes: Acoplamento covalente/reticulacdo, encapsulamento,
aprisionamento e adsor¢cdo (MALLICK et al., 2002).

Vérias matrizes sintéticas e naturais sdo utilizadas para imobilizacdo de micro-
organismos, e possuem viabilidade comprovada, é o exemplo da esponja de poliuretano,
a bucha vegetal, a quitosana (imobilizacdo de enzimas de interesse) e o alginato. Esses
suportes sdo tecnicamente faceis de manusear, ndo sdo toxicos para 0 ambiente, seres
vivos e conferem boa aderéncia aos micro-organismos imobilizados (SARATALE et al.,
2011; CARVAJAL et al., 2012; DAASSI et al., 2013; KOYANI et al., 2016).
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2.7 ENZIMAS LIGNOLITICAS

As enzimas lignoliticas, sdo oxidorredutases responsaveis pela degradacdo e
mineralizacdo da lignina, por apresentarem baixa especificidade, tem como
aplicabilidade na degradagdo, além da lignina, de um amplo espectro de poluentes
persistentes com similaridades estruturais a lignina, dentre eles os corantes téxteis
(NIEBISCH et al., 2010).

Enquanto os processos de degradacédo de celulose e hemicelulose sdo de natureza
hidrolitica e ocorrem com maior facilidade, a degradacdo da lignina representa um
processo oxidativo complexo, ndo especifico e estritamente dependente das condic¢des do
meio de cultivo do organismo, a lignina possui uma estrutura altamente complexa,
necessitando de um sistema altamente diversificado de enzimas ligninoliticas, enzimas

redutoras e enzimas produtoras de H.O2 (DASHTBAN et al., 2010),
2.7.1 Lacases

Lacases sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de varias substancias aromaticas e
inorganicas com a concomitante reducdo de oxigénio para dgua. Elas possuem uma gama
de substratos, sendo de grande importancia para fins industriais e/ou processos de

biorremediacio. Os requisitos simples de catalise da lacase (presenca de substrato e O2),

a aparente estabilidade e falta de inibicdo tornam esta enzima adequada e atrativa para
aplicacdes biotecnoldgicas na degradacdo de poluentes téxteis (RIVERA-ROYOS et al.,
2013).

A acdo das lacases é garantida pela presenca de varios sitios de cobre presentes

nas enzimas. Estas enzimas atuam pela abstracdo de um elétron de fendis, em funcéo da

reducdo de cult a cut que, por sua vez, reduz Oz a H2O, fazendo com que a enzima
atue de forma ciclica (Wong et al., 2009).

As lacases podem ser encontradas em plantas, bactérias, insetos e fungos. Sendo
sua producdo mais relacionada aos fungos, no entanto a funcéo bioldgica dessa enzima é
incerta sendo sugerida sua participacdo na resisténcia de esporos fungicos, pigmentac&o,
lignificacdo da parede celular de plantas, fatores de viruléncia entre outros (GIARDINA,
2010).
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Lacases imobilizadas tém sido objeto de estudo quanto & degradacdo de varios
compostos recalcitrantes, como os fenois, clorofendis, os compostos organofosforados e
0s corantes téxteis. Estas enzimas sdo capazes de descolorir alguns corantes azo sem
clivagem direta das ligacbes azo através de um mecanismo de radical livre nédo
especifico, evitando assim a formacdo de aminas aromaticas tdxicas (KALME et al.,
2009). A atividade de lacase para a descoloracdo de varios corantes sintéticos tem sido,
principalmente, estudada em fungos basidiomicetos lignoliticos (KINNUNEN, 2017).

O fungo da podriddo branca Phanerochaete chrysosporium tem sido utilizado
como organismo modelo para produgdo de enzimas ligninoliticas em especial as lacases,
entre outros fungos da podriddo branca para esse destino pode-se destacar as espécies
Trametes pubescens, Pleurotus ostreatus, Schizophyllum commune entre outros, assim
como demais espécies de demais filos como Aspergillus flavus e Pichia pastoris
(WONG, 2012; SlI, 2013; ASGHER, 2013; SENTHILKUMAR, 2014; GOMAA, 2015).
A producdo de lacases utilizando biomassa fungica em seu estado livre ou imobilizada
em suportes constitui uma técnica eficaz, ainda pouco utilizada para se promover de
forma biossustentavel e econbémica a remediacdo continua de compostos aromaticos
industriais (LI, 2015).

Figura 4 — Estrutura 3D de Lacase de Trametes versicolor.

Fonte: PIONTEK et al., (2002)
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2.7.2 Lignina Peroxidase

De maneira correlata as lacases, a lignina peroxidase (LiP) constitui o grupo de
enzimas que degradam lignina e moléculas de estrutura semelhantes, como por exemplo,
as que constituem os corantes téxteis, assim como atuar no processo de descontaminacédo
de clorofenois, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos e organofosforados
(WESENBERG, 2003).

Lignina peroxidases sdo oxirredutases dependentes de peroxido de hidrogénio
para realizar a catalise de diversos compostos fenolicos e ndo-fenolicos. Seu mecanismo
de acdo é iniciado pelo H2O. oxidando primeiramente a enzima e o intermediario
oxidado retirando um elétron de nucleos aromaticos, formando radicais que se
decompBem espontaneamente a partir de reacdo de carater radicalar (ASGHER et al.,
2008).

Os metabdlitos secundarios naturais dos fungos como o alcool veratrilico atuam
como mediadores para estimular a oxidagdo catalisada por LiP de uma vasta gama de
substratos recalcitrantes (TEUNISSEN et al., 1998).

A atividade da Lignina Peroxidase é influenciada pela temperatura e pH, onde as
melhores condicfes desta enzima para a descoloracdo de corantes estad em torno de 34°C
e pH 4,2, sendo esta enzima controlada preferencialmente pelo H20, (RODRIGUEZ-
COUTO, 2006).

A partir da descoberta da lignina peroxidase (LiP) foram sendo evidenciadas
posteriormente isoenzimas de molécula de LiP com maior capacidade de remediacdo de
compostos toxicos, sendo possivel manipular isoladamente e para estudos de descoloracédo
de corantes (MOUBASHER, 2016).

Algumas caracteristicas sobre 0 mecanismo de acéo da lignina peroxidase incluem
polimerizacdo de contaminantes e/ou copolimerizagdo com outros substratos ndo toxicos
para auxiliar a remocdo dos contaminantes por outros metodos de purificagdo, como
sedimentacdo, filtracdo e adsorcdo (GIANFREDA et al., 2006). Isto reitera o potencial da
lignina peroxidase e outras enzimas oxidativas no tratamento de efluentes industriais

téxteis.
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Figura 5 — Estrutura 3D de Lignina de Phanerochaete chrysosporium.

Fonte: POULOS et al., (19

2.7.3 Manganés Peroxidase

A enzima Manganés Peroxidase (MnP) é descrita como sendo uma isoenzima do
tipo glicoproteina dependente de peroxidos de hidrogénio e ions manganés para poder
descolorir eficientemente corantes téxteis. A MnP foi relatada pela primeira vez como a
enzima principal envolvida na descoloracdo de corante por Phanerochaete chrysosporium
(Chagas & Durrant et al., 2001).

O mecanismo de acdo da Manganés Peroxidase envolve um ciclo catalitico
através de uma oxidacao inicial por H>O, para um composto intermediario que por sua
vez promove a oxidacdo de Mn?*a Mn®*". O ion Mn®" é estabilizado por 4cidos organicos
tais como o acido oxalico fazendo com que Mn** formado atue como um oxidante ativo.
Desta maneira, a MnP é capaz de oxidar o seu substrato natural, isto €, lignina, bem
como estruturas quimicas semelhantes como os corantes téxteis (HOFRICHTER et al.,
2002).
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Figura 6. Estrutura 3D de Manganés Peroxidase de Phanerochaete
chrysosporium.

Fonte: SUNDARAMOORTHY et al., (2005)

A MnP é uma enzima caracteristicamente bem produzida pelos fungos lignoliticos,
agindo em conjunto com lignina e lacase na biodegradacdo da lignina ou de compostos
relacionados. Dentre os fungos produtores de MnP pode-se citar: Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, (YAO et al., 2013; ARUNKUMAR et al., 2014).



34

3MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DE EFLUENTE TEXTIL

Para a realizacdo do trabalho foi realizada uma coleta de 100 (L) de efluente em
uma estacdo de tratamento gerado por uma lavanderia pertencente ao P6lo Téxtil no
municipio de Caruaru-PE. A coleta foi do tipo composta, de varios pontos e de diferentes
profundidades do 1° tanque de recepc¢éo de agua. O material coletado foi homogeneizado

e mantido em camara fria até o uso em cada ensaio.

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE

O efluente téxtil foi caracterizado mediante anélise de DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e pH a partir de
metodologia recomendada pelo Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater, 20"edition, 1998. A anélise foi realizada pelo Instituto de Tecnologia de
Pernambuco — ITEP.

3.3 FUNGOS FILAMENTOSOS

Na tabela 2 estéo listados os dez fungos filamentosos de diferentes géneros, todo
material biologico foi mantido no Laboratério de Microbiologia Ambiental e Industrial —
LAMAI pertencente ao Departamento de Antibidticos na Universidade Federal de
Pernambuco. Os fungos foram isolados de diferentes fontes como agua mineral e madeira
sendo selecionados com base em ensaios anteriores de descoloracdo (dados néao
publicados). Os fungos filamentosos foram estocados na Micoteca URM e LAMAI,
ambos localizados na Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. Dois fungos
filamentosos sdo provenientes da Micoteca URM (6974 e 6181). Os isolados preservados
sob 6leo mineral foram reativados através da transferéncia de fragmentos de micélio para
caldo Sabouraud e mantidos a 28°C + 2°C. Apo0s observacao de crescimento em caldo
foram transferidos para novos meios de cultura (Agar Sabouraud) para verificacdo da

viabilidade e pureza.
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Tabela 2. Fungos filamentosos selecionados para ensaios de descoloragao
por células livres.

Identificacdo Isolados Local de Isolamento
F1 Penicillium sp. Agua de Reservatorio
F2 Penicillium citrinum. Agua Mineral
F3 Aspergillus niger Agua Mineral
F4 Aspergillus niger Agua Mineral
F5 Penicillium waksmanni Agua Mineral
F6 Aspergillus sp. Agua de Reservatorio
F7 Aspergillus sp. Agua de Reservatorio
F8 (URM - 6974) Scytinostroma duriusculum Madeira
F9 Aspergillus fumigatus Agua Mineral
F10 (URM - 6181) Phanerochaete chrysosporium Madeira

Fonte: o Autor (2017)

3.4 DESCOLORACAO DO CORANTE INDIGO CARMIM POR CELULAS LIVRES

O corante utilizado foi o Indigo Carmim obtido comercialmente da empresa Sigma
(Sigma- Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA Aldrich). Foram atribuidas
identificacbes provisoérias para cada um dos dez isolados fangicos: 01, 02, 03, 04, 05, 06,
07, 08, 09 e 10. Os fungos selecionados foram cultivados em placa com Agar Sabouraud e
submetidos a um ensaio de descoloracéo em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50
mL do caldo Kirk (Extrato de levedura 0,1 g/L; KH2PO4 0,2 g/L; MgSOa 0,05 g/L; MnSO4
0,016 g¢/L; CuSOs4 0,049 g/L; agua destilada 1000 mL) previamente esterilizado, trés
blocos de gelose do fungo e 50 mg/L do corante indigo Carmim (0,3%). O controle
negativo consistiu do caldo Kirk com o corante (50 mg/L) sem os fungos. Todos os
frascos foram incubados em estufa incubadora BOD a 30°C+2 durante sete dias. Aliquotas
foram retiradas no 1°, 4° e 7° dias para os ensaios de descoloracdo e foram realizadas
leituras em espectrofotdmetro com comprimentos de onda de 610 nm, para a dosagem
enzimatica e de proteinas totais. Todo o experimento foi realizado em triplicata para cada
um dos dias de leitura, onde foram obtidas médias das triplicatas de cada e o percentual de
descoloragdo. Os fungos filamentosos que apresentaram o0s percentuais de descoloracéo
acima de 80% (valores de descoloragdo entre 60 >70% média; 71>80% boa ¢ acima de
80% otima) foram utilizados para os ensaios de imobilizacdo em suporte sintético e

biologico. O percentual de descoloracdo foi calculado de acordo com a formula: %D=
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AbsTO - AbsTx X 100 / AbsTO.

%D = Percentual de descoloracao
AbsTO = Absorbéancia inicial

AbsTx = Absorbancia em cada tempo
3.5 DOSAGEM ENZIMATICA E DE PROTEINAS TOTAIS

A dosagem enzimaética de Lacase foi medida em 420 nm em trés tempos (0, 5 e
10 minutos). Consistiu numa reacdo contendo: 100 puL de tampédo Acetado de Sodio a
100 mM (Temperatura 30°C e pH 5,0); 100 uL de extrato enzimatico; 800 pL de ABTS
0,03% (v/v) de acordo com o método de BUSWELL et al. (1995).

A dosagem de Lignina foi realizada a 310 nm seguindo a metodologia de
BUSWELL et al. (1995) com uma reagéo de: 1000 L de tampéo Tartarato de Sodio pH
3,0; 500 pL de Alcool Veratrilico 10 mM; 500 pL de H202 2 mM e 500 pL de extrato
enzimatico. A dosagem foi realizada em até 5 minutos.

A dosagem enzimética de Manganés Peroxidase foi realizada a 610 nm pelo
método de KUWAHARA et al. (1984) e consistiu de uma reacdo contendo: 250 pL de
extrato enzimatico; 100 pL de Vermelho de Fenol a 10 mM; 50 pL de Sulfato Manganés
a 0,001 M; 50 pL de Perdxido de Hidrogénio (H202) a 2 mM. A reacéo foi incubada por
10 minutos a 30°C e interrompida com 100 pL de NaOH 2M.

Para a determinacdo de proteinas foi realizado o método de BRADFORD (1976)
contendo na reagdo: 50 uL de extrato enzimatico; 350 uL de agua destilada; 100 pL de
reativo de Bradford. As reacOes foram realizadas em duplicata e esperaram 5 minutos
para serem lidas em espectrofotébmetro a 595 nm.

Para as dosagens enzimaticas de Lacase, Lignina e Manganés foram atribuidas
gue uma unidade de enzima (U) é a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de
substrato por min. Onde as atividades foram expressas em U/L.

Em todas as dosagens o branco consistiu na substituicdo do extrato enzimatico
por agua destilada. A dosagem de proteinas totais foi calculada com base na formula: C
mg/mL = Abs - 0,0013/12,15 x 7.
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3.6 IMOBILIZACAO DE MICELIO EM SUPORTES SINTETICO E BIOLOGICO

3.6.1 Indéculo em Espuma de Poliuretano (EPO) e Bucha Vegetal (Luffa cylindrica)

O pré-tratamento da espuma de poliuretano (EPO) e bucha vegetal foi realizado
conforme o método de Rodriguez-Couto et al. (2004), inicialmente, a espuma e a bucha
(Adquirido em feira livre-Recife-PE) foram cortadas em 1 c¢cm® e lavadas em metanol
(P.A.) e &gua destilada esterilizada (2X), os suportes foram secos em temperatura ambiente
por até 24 horas. Foram levados separadamente para o ensaio de imobilizacdo em frascos
de Erlenmeyer (capacidade de 250 mL) contendo um total de 50 mL de caldo Sabouraud
mais trés blocos de gelose de fungos filamentosos previamente selecionados para essa
etapa. Os ensaios foram mantidos por até 5 dias em 30°C em triplicata sob agitagdo quando
necessario. Os suportes usados para imobilizagdo foram pesados com base no método de
gravimetria para verificacdo de micélio fungico aderido. Suportes sem fungos foram

utilizados como branco.

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As fibras dos suportes de poliuretano e bucha vegetal foram lavadas em solucéo
fosfato-salina e fixadas “overnight” em uma solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido e
4% de formaldeido em tamp&o cacodilato de soédio 0,1M (pH 7,2) e processadas para
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As amostras foram subsequente lavadas no
mesmo tampdo para retirada de células ndo aderidas e pds-fixada em uma solucédo
contendo 1% de tetréxido de 6smio (OsOs) em tampéo cacodilato de sddio. Em seguida
as amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol e submetidas a secagem
através do ponto critico no Critical Point Dryer HCP-2 (Hitachi, Tokyo, Japan), cobertas
com 20 nm de ouro sob condi¢fes de alto vacuo no metalizador JFC-1100 (Jeol, Tokyo,
Japan) e visualizadas através do microscopio eletrénico de varredura JEOL T-200 (Jeol,
Tokyo, Japan). Cada amostra foi examinada em diferentes niveis de ampliagéo.
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3.8 DESCOLORACAO DE CORANTE INDIGO CARMIM E DO EFLUENTE POR
FUNGOS IMOBILIZADOS

Para a descoloracdo do corante foi realizada a metodologia descrita anteriormente
no ensaio de descoloracdo por células livres. Na descoloracdo de efluente foi utilizada a
metodologia de TIEN E KIRK (1988) modificada. A modificagdo consistiu na
substituicdo da agua destilada pelo efluente téxtil. Os frascos de Erlenmeyer (250 mL)
continham 50 mL do corante ou efluente téxtil e foram mantidos em condicdes estaticas
com trés suportes imobilizados. A descoloragéo do corante foi avaliada durante 7 dias a
30°C em sistema estatico, com retirada de 2 mL de material residual para a leitura da
absorbancia a 610 nm para corante indigo e 670 nm para efluente téxtil (dados nao
publicados). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram retiradas

aliquotas para dosagem enzimaética e de proteinas totais.

39 FITOTOXICIDADE DE SUBPRODUTOS FORMADQOS

Para avaliagdo da toxicidade do material residual foram utilizadas as sementes de
pepino (Cucumis sativus) de acordo com TIQUIA et. al., (1996). Apos a desinfestacao,
dez sementes foram colocadas equidistantes em placas de Petri com papel filtro duplo,
nos quais foram embebidos com 2 mL do material residual. Os testes foram realizados
em triplicata com o auxilio de dois controles, um com &gua destilada como controle
positivo e outro apenas com o efluente como o controle negativo. O periodo de incubacgéo

foi de 5 dias em +30 °C calculando-se o indice de germinacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE TEXTIL

Os parametros fisico-quimicos do efluente industrial bruto coletado s&o
apresentados na Tabela 1. Os valores encontrados revelaram um efluente téxtil com
caracteristicas improprias para o despejo em corpos d’agua com valores muito acima dos
limites permitidos de Demanda Quimica de Oxigénio (DQQO) e Demanda Bioguimica de
Oxigénio (DBO) de acordo com as normatizagdes existentes de descarga desse tipo de
material. O efluente téxtil coletado em Caruaru-PE estd em desacordo com os padrdes de
lancamento em corpos hidricos estipulados pela legislacédo brasileira. (BRASIL, 2011).

Os componentes organicos e recalcitrantes de modo geral sdo responsaveis pelos
valores de DQO e DBO acima do determinado pela legislacdo encontrados nos efluentes.
O presente trabalho determinou os valores de DQO e DBO em 1000 mg O>//L e 208 mg
O2/L respectivamente. A relagdo da alta DQO sobre a quantidade de DBO indica sobre a
ndo biodegradabilidade total do efluente téxtil, o que pode ser constatado pela maior
concentracdo de compostos xenobidticos que ndo sdo degradados facilmente pela
microbiota, resultando em uma DQO mais elevada (SINGH et al., 2015). O estudo de Garg
et al (2013) corrobora com os resultados obtidos no presente estudo, em que se detectou
pela caracterizacdo de efluente téxtil bruto quantidades de DQO e DBO de 250 mg O./L e
30 mg O2/L respectivamente, o que confirma a relacdo de alta DQO/DBO. A resolucédo do
CONAMA N° 430 regulamenta a necessidade da reducdo minima de 60% de DBO para se
adequar nos valores de condicGes e padrdes de langamento impostos.

Outro ponto negativo que deve ser avaliado € a presenca de 0Oleos e graxas totais
gue no presente trabalho também estd acima dos valores definidos pelo CONAMA
(BRASIL., 2011). No efluente téxtil bruto do presente estudo foi detectado 113 mg/L de
oOleos e graxas, esse parametro tem como principal fungdo em estudos de biotratamento de
efluentes téxteis direcionar a melhor forma de remediacdo, visto que quanto maior a
quantidade desses compostos maior a interferéncia em processos bioldgicos. (GARG et al.,
2013; BILAL etal., 2016).
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas do efluente industrial téxtil bruto

Valores de referéncia
CONAMA (Art. CPRH/PE

Parémetros Resultados 21 Res. 20) (Art. 29 Dec. N o
7.269)
Temperatura 28°C <40 <40
pH 6,5 5,0-9,0 5,0-9,0
Condutividade Elétrica a 2.830 - -
25°C pS/cm
Cor aparente >500 uH 75 -
DQO 1.000 mg - -
O./L
DBO 208 mg - -
O./L
Carga Orgénica DBO 0,83 - -
kgDBO/m?
Dureza Total 1357 Mg - -
CaCOs/L
Fenois Totais 0,09mg/L 05 -
Nitrogénio Total 8,2 mg/L - -

Solidos Dissolvidos Totais  2.121 mg/L - -
Solidos Suspensos Totais ~ 2.028 mg/L - -

Oleos e Graxas Totais 113mg/L - -
Cromo Total <0,03 mg - -
/L Cr
Fdésforo Total 4,79 mg/lL - -

P

(-) valores ndo existentes. Fonte: ITEP (2016)

Foram observadas quantidades excedentes de Sélidos Dissolvidos Totais (SDT) e
Sélidos Suspensos Totais (SST). A presenca de SDT pode ser atribuida ao processamento
téxtil onde um grande numero de sais sdo dissolvidos na agua, dentre eles os carbonatos,
bicarbonatos, cloretos, sulfatos, fosfatos, nitratos de calcio, entre outros. Os sélidos
dissolvidos sdo responsaveis por uma menor penetracdo da luz na agua, impedindo

processos naturais como a fotossintese. Uma maior quantidade de sélidos suspensos pode
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estar associada a mistura de corantes com natureza distinta presentes no efluente,
influenciando assim a turbidez da &gua (IQBAL et al., 2015; MANIKANDAN et al.,
2015). O presente estudo detectou a presenca de 2.121 mg/L e 2.028 mg/L de SDT e SST
respectivamente. O trabalho de Joshi (2012) aponta semelhanga com os resultados obtidos
na quantidade de SDT onde amostras de efluente téxtil indicaram até 2.458 mg/L.
Pardmetros como temperatura, pH (6,5), fendis totais, nitrogénio total, cromo total
estdo em concordancia com as condicOes e padrbes de lancamento de efluentes no Brasil
(BRASIL, 2011). O pH encontrado em efluentes téxteis comumente ¢ alcalino devido ao
processamento téxtil na etapa de fixacdo do corante as malhas de tecido onde se usam
compostos alcalinizantes e sais (ALLEGRE et al., 2006). Apesar do pH encontrado no
efluente estudado estar proximo a acidez/neutralidade, este estad de acordo com os limites
de pH (5-9) implementados pela legislacdo brasileira. Em relacdo aos demais parametros
avaliados, apesar da legislacdo vigente néo estipular valores limites para o langamento, 0s
dados obtidos fornecem informagdes importantes para a avaliagdo do potencial poluidor do

efluente.

4.2 DESCOLORACAO DO CORANTE INDIGO CARMIM POR CELULAS LIVRES

Todos os fungos testados foram capazes de degradar o corante indigo carmim
durante os sete dias de tratamento. Isolados de fungos de diferentes ambientes podem
contribuir na biorremediacdo de corantes por terem a capacidade de secretar enzimas
extracelulares ndo especificas atuando na reciclagem de carbono em ambientes liquidos.
Os isolados F1, F2, F5 e F7 realizaram descoloragéo final de 56,74%, 42,66%, 51,79%,
49,33% respectivamente, caracterizando uma descoloracdo baixa. Houve no sétimo dia
uma variacdo entre 29,80% até 89,49% como mostrado na Tabela 4. Yang et al. (2016)
realizou em seu trabalho a descoloracéo de corantes téxteis de diferentes classes por fungos
isolados de agua doce tendo obtido resultados de descoloracdo semelhantes ao do presente
estudo, em sete dias as taxas de descolora¢do foram analisadas para alguns corantes como
Acid Red 73. A razdo da descoloracdo baixa/média de ambos os trabalhos pode ter sido
causada pela origem dos fungos que foram isolados da agua doce ndo impactada e agua

mineral.
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A necessidade de se buscar fungos filamentosos na biodegradacéo de compostos
recalcitrantes como 0s corantes téxteis esta relacionada a investigacdo do potencial que
cada micro-organismo possui, sendo ampliada pela facilidade de isolamento e manejo. O
uso de fungos isolados em diferentes habitats pode propiciar o tratamento biologico de
efluentes téxteis. E 0 que acontece com fungos aclimatados que sobrevivem a pressdo de
um ambiente (PRABHA et al., 2017; STELLA et al., 2017; MOHAMMADIAN et al.,
2017).

O isolado basidiomiceto F8 alcancou uma descoloracdo considerada 6tima
(>=80%) de 86,50% como mostrado na Tabela 4. Diwaniyan (2010) em seu trabalho
obteve descoloracgdo entre 81,3% e 99,2% de indigo carmim em meio liquido por fungos de
podriddo branca corroborando com o resultado encontrados nessa etapa. Muitos fungos da
podriddo branca, como sao conhecidos, possuem o maquinario ideal para a degradacédo de
corantes téxteis por serem capazes de produzir enzimas fenoloxidases que degradam em
seu ambiente natural a lignina, que possui semelhanca molecular com as moléculas de
corante (TUOR et al., 1995).

O mecanismo de remocéo da cor de corantes téxteis por fungos pode ser efetuado
por diferentes modos sendo eles bioacumulacdo, biosorcdo e biodegradacdo. A
bioacumulacdo é baseada no processo de absorcdo celular em que as moléculas de corante
ficam retidas no interior e parte da superficie celular, a biosorcao é o processo de adsor¢éo
das moléculas de corantes que ficam aderidas a superficie celular exclusivamente, a
biodegradacdo consiste na quebra de moléculas de corante por enzimas extracelulares
(CHOJNACKA et al., 2010). O isolado F3 (Aspergillus niger) obteve a maior taxa de
descoloracdo de corante indigo sem a producdo de enzimas fenoloxidases (Tabela 4),
devido a presenca de pigmento azul no micélio foi sugerindo que o isolado utilizou uma
via de sorcéo para descolorir o corante téxtil.

O fungo F8 foi o Unico a secretar enzimas fenoloxidases durante o periodo de
descoloracdo do corante, tendo atividades de Lacase e MnP de 19,20 U/L e 106,79 U/L
respectivamente, em um periodo de sete dias, assim como demonstrou elevada atividade
especifica das enzimas Lacase e MnP por mg de proteina mostrado na Figura 7. Akdogan et
al. (2014) relataram producdo de 25 U/L de Lacase no ensaio de descoloracdo de corante
Reactive Blue 19 numa concentracdo a 50 mg/L pelo fungo basidiomiceto Coprinus

plicatilis.
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Nenhum dos isolados testados nessa etapa do estudo produziram a enzima Lignina
Peroxidase. Por apresentarem taxas de descoloracdo do corante acima de 80% os fungos F3
e F8 foram submetidos a subsequentes testes de imobilizacdo celular em esponja de

poliuretano (EPO) e Bucha vegetal (Cucumis sativus).

Tabela 4

Enzimas ligninoliticas secretadas em ensaio primario de descoloracdo de corante indigo

carmim por células livres (50 mg/L).
Fungos Dias Produgdo enzimatica (U/L)

Descoloracédo (%)

Lacase MnP
1 0,04%0,00 7,00 0,05 3,57+ 0,09
Fl 4 0,05+0,00 25,38 + 0,08 28,03 0,13
7 0,01+0,00 2,39+ 0,01 56,74 + 0,09
1 0,02+0,00 9,36 % 0,00 0,16 + 0,05
F2 4 0,07+0,00 25,26 + 0,37 2428 + 0,13
7 0,03+0,00 2,75+ 0,04 42,66 + 0,20
1 0,05%0,00 10,34 + 0,01 0,11 + 0,07
F3 4 0,02+0,00 35,72 +0,16 53,19 + 0,03
7 0,02+0,00 5,65 + 0,01 89,49 + 0,05
1 0,01+0,00 3,44 +0,01 0,98 + 0,07
F4 4 0,01+0,00 29,42 £0,13 24,10 £0,12
7 0,01+0,00 24,81+ 0,21 59,02 + 0,15
1 0,02%0,00 0,96 0,01 3,50 0,10
F5 4 0,02+0,00 34,11 0,00 27,71 0,02
7 0,00+0,00 31,66 + 0,27 51,79 + 0,06
1 0,06+0,00 2,09 £ 0,00 1,00 + 0,12
F6 4 0,00 0,00 0,00 0,00 15,87 + 0,06
7 0,00 +0,00 8,64 + 0,03 32,48 + 0,03
1 0,060,00 1,43 0,00 1,354 0,10
F7 4 0,00 +0,00 4,51+ 0,08 24,97 + 0,09
7 0,01+0,00 37,94+ 0,38 49,33 +0,18
1 19,20%0,30 0,90 + 0,00 15,28 + 0,08
F8 4 0,82+0,03 12,38 + 0,01 50,29 + 0,53
7 0,21+0,00 106,79 % 0,15 86,50 + 0,04
1 0,03%0,03 0,30 + 0,00 5,83 + 0,07
F9 4 0,00 +0,00 8,85 + 0,05 16,43 + 0,04
7 0,010,00 17,22 +0,33 29,80 + 0,07
1 0,64%0,00 1,64 0,01 2,98 0,04
F10 4 0,00+0,00 2,18 + 0,00 23,47 0,04
7 0,00 +0,00 17,01 0,32 38,36 + 0,12

Fonte: o Autor (2017)
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Figura 7 Atividade enzimética especifica do fungo F8 (Scytinostroma duriusculum).
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Fonte: o Autor (2017)

4.3. Imobilizag&o e microscopia eletronica de varredura

Existe véarias opcdes de materiais de origem sintética que podem ser aplicadas em
experimentos de imobilizacdo celular, os principais incluem as fibras de poliuretano,
esponja de aco inoxidavel, fibras sintéticas como o nylon, pedra-pomes, espuma de vidro
entre outros. A eficiéncia do suporte imobilizado depende de requisitos como a prépria
natureza do material e dos micro-organismos a serem testados em suportes de imobilizacao
de células durante a fermentacdo (MUSSATO et al., 2009; MARTINS et al., 2013). A
Tabela 5 demonstra o perfil de imobilizagcdo dos dois suportes: esponja de poliuretano e

esponja natural.

Tabela 5 — Fungos imobilizados em suportes sintético e bioldgico. (+) Fungo
imobilizado; (-) Fungo néo imobilizado.

Izolados EPO Bucha

F
F8 + =

Lo

Fonte: o Autor (2017)

A figura 8A mostra as caracteristicas da fibra de poliuretano utilizada no trabalho
que é composto por fibras finas e resistentes com formacOes de espagos irregulares que
ampliam o poder de imobilizagdo dos fungos que aproveitam a grande area disponivel para
sua adesdo. A figura 8B e 8D reforgcam a imobilizacdo dos fungos F3 e F8 ndo apenas por
auto adesao na superficie como a utilizacdo dos inter espagos da esponja de poliuretano.

O trabalho de Ansari et al. (2017) reforca a importancia da utilizacdo de fungos

imobilizados em esponja de poliuretano no tratamento de corantes téxteis por fatores que
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vao desde o custo baixo e alta porosidade até a oferta pelo mercado, sedo um suporte
acessivel e de possibilidade de reuso além de oferecer condigbes mais vidveis na
capacidade biossintética e na estabilidade das células dos fungos subsequentemente
levando a um melhor desempenho dos fungos nos processos de biodegradacao.

Os ensaios de imobilizagdo de F3 e F8 foram bem-sucedidos para o suporte
sintético utilizado (EPO). No entanto o fungo F3 foi o Unico a ser imobilizado em Bucha
vegetal como esta descrito na Figura 1. Os principais suportes sintéticos utilizados para
imobilizacdo de células tém como principal caracteristica uma maior producdo de
metabolitos em ensaios de producdo enzimatica dentre eles estdo as espumas poliuretano
utilizadas no estudo (RODRIGUEZ-COUTO et al., 2012).

As fibras vegetais para imobilizacdo de células fangicas sdo uma alternativa viavel
para a imobilizacdo de micro-organismos visto que possuem alta porosidade, baixa
densidade e alta estabilidade (DZIONEK et al., 2016; ZAHMATKESH et al., 2017).

A Bucha vegetal (Luffa cylindrica) é composta por aproximadamente 60% de
celulose, 30% hemicelulose e 10% lignina (MAZALI et al., 2005). Estudos indicam a
eficiéncia da bucha vegetal como material adsorvente, além da possibilidade de ser
utilizada em outros fins como transporte de catalisadores de reagdes (ZHANG et al., 2017;
NADAROGLU et al., 2017). A figura 8E demonstra as caracteristicas da fibra vegetal
antes do processo de imobilizacdo. O fungo F3 imobilizado em bucha vegetal teve maior
imobilizacdo na superficie do material como mostrado em na figura 1F.

Mazmanci et al. (2005) relataram dificuldades no processo de imobilizacao celular
de um fungo da podriddo branca utilizando bucha vegetal por se tratar de um suporte rico
em fontes de carbono e nitrogénio que séo utilizadas pelo fungo, o que explicaria a ndo

imobilizacdo do Fungo F8 pelo cultivo em meio semi-sélido.
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Figura 8

Micrografias obtidas a partir de microscopia eletrénica de varredura. A = Fibras de
poliuretano ; B = Fungo F3 imobilizado em fibra de poliuretano; C = Hifas do fungo F8
(Scytinostroma duriusculum); D = Fungo F8 imobilizado em fibra de poliuretano; E =
Fibras de bucha vegetal; F = Fungo F3 imobilizado em fibra de bucha vegetal. Fonte: o
Autor (2017)

4.4. Descoloracdo do corante indigo carmim e efluente téxtil por fungos imobilizados

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstraram que a imobilizacédo celular
por Scytinostroma duriusculum (F8/EPO) foi mais eficiente na descoloracdo e producédo de
enzimas fenoloxidases que no uso de células livres. Embora a utilizac&o de células livres
tenha removido a cor do corante indigo carmim, os isolado S. duriusculum imobilizado
obteve maior rendimento na descoloragdo do indigo como pode ser apreciado na Figura 9.
Os resultados mostraram que os diferentes isolados fangicos influenciaram na
descoloracdo do corante indigo carmim por vias diferentes, onde a ndo producdo de
enzimas fenoloxidases pelo fungo Aspergillus niger (F3/EPO) aponta que a descoloracéo
obtida no experimento pode ter sido provocada por absor¢do ou adsorcdo do corante pela
célula fangica ou pelo suporte. No entanto a eficiéncia de S. duriusculum na biodegradacédo
do corante teve relacdo direta com producdo de fenoloxidases, em especial lacase e
manganés.

Os fungos F3/EPO e F8/EPO imobilizados obtiveram descoloracdo méxima de
corante de 54,47% e 89,88% respectivamente. A tabela 6 demonstra a eficacia do fungo
F8/EPO aumentando o rendimento na degradacdo do corante (Lacase e MnP com picos
MnP com picos 1089,5 U/L e 578,48 U/L respectivamente). Daassi et al. (2013)

obtiveram em seu trabalho a eficiéncia da imobilizacdo celular de fungos filamentosos
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em suportes de alginato na biodegradacdo do corante Lanaset Grey G comparando o
tratamento entre células livres e células imobilizadas na descoloragdo, onde atingiu por
células imobilizadas até 89,3% e 13,552 U/L de Lacase na degradacao do corante.

Dayi et al. (2017) em seu estudo na descoloracdo de corante Reactive Orange 16
(50 mg/L) pelo fungo Morchella esculenta obteve resultados semelhantes utilizando
células livres e imobilizadas em esponja de poliuretano onde o fungo imobilizado reduziu
seu poder de biosorcdo do corante, sendo a utilizacdo de micelio livre mais eficiente na
descoloracdo, entretanto a producdo de fenoloxidases aumentou utilizando o fungo
imobilizado, o que corrobora com os valores encontrados no presente trabalho.

O isolado F3 imobilizado em EPO e em bucha vegetal reduziu seu percentual de
descoloracdo em comparacdo ao resultado desse isolado quando utilizado sem
imobilizacdo, a explicacdo para o decaimento pode estar relacionada as mudancas
fisiologicas sofridas pelo fungo ao se aderir a esponja de poliuretano (VASSILEV et al.,
2001). Deste modo, o fungo F3 nédo foi submetido a descoloracdo do efluente téxtil e o
fungo F8 imobilizado em EPO passou a ser 0 conjunto micro-organismo/suporte adequado
para descolorir efluente téxtil. A tabela 7 mostra a eficiéncia do tratamento de efluente
téxtil pelo fungo F8 (Lacase e MnP com picos 400,81 U/L e 92,68 U/L respectivamente)

O trabalho de Ottoni et al. (2013) demonstrou a eficiéncia de fungos imobilizados
em EPO para o tratamento de corante reactive black 5 efluente industrial téxtil em que o
fungo basidiomiceto Trametes versicolor imobilizado descoloriu o efluente em 85% onde
foi detectada a produgdo de lacases. Barapatre et al. (2017) em seu trabalho de
descoloracdo de corante Malachite Green utilizou o micro-organismo Aspergillus flavus
imobilizado em esponja de poliuretano e conseguiu a descoloracéo e, torno de 99%, o que

viabiliza a utilizacdo de micro-organismos nesse tipo de suporte.
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Tabela 6

Producdo de enzimas ligninoliticas em ensaio de descoloracdo de corante indigo carmim
(50 mg/L) por fungos imobilizados em suportes sintético e bioldgico. F3EPO = Fungo F3
imobilizado em EPO; F3B = Fungo F3 imobilizado em Bucha vegetal; FSEPO = Fungo F8
imobilizado em EPO

Fungos/Suporte Dias Producdo enzimatica (U/L) Descoloracédo (%)
Lacase MnP

1 0,02 £ 0,01 26,76 £ 0,17 15,68 + 0,09

F3/EPO 4 0,20 £ 0,19 41,61 +0,23 26,81 +£0,11
7 0,35+0,12 27,53 £ 0,05 54,47 £ 0,23

1 0,01 £ 0,06 4,87 £ 0,00 11,99 £ 0,07

F3/B 4 0,00 £ 0,00 15,28 £ 0,15 29,78 £ 0,09
7 0,45+ 0,01 6,43 £ 0,06 30,28 £ 0,26

1 79,70 £ 0,03 22,96 £ 0,26 22,14 £ 0,05

F8/EPO 4 309,17 £0,01 136,44 +0,40 75,89 £ 0,08
7 1089,5+0,08 578,48 +£0,09 89,88 £ 0,01

Fonte: o Autor (2017)

Tabela 7
Producédo de enzimas ligninoliticas em ensaio de descoloracdo de efluente industrial téxtil
por fungo F8 (Scytinostroma duriusculum) imobilizado em EPO.

Fungo/Suporte Dias Producdo enzimética (U/L) Descoloracédo (%)
Lacase MnP
1 98,31 £ 0,22 8,01+£0,10 62,47 £+ 0,06
F8/EPO 4 400,81 +0,09 49,39 £0,27 95,12 £ 0,11
7 128,67 £0,01 92,68 +0,09 94,85 + 0,05

Fonte: o Autor (2017)
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Figura 9

Descoloracdo de corante indigo carmim e efluente por fungos imobilizados. 1 =
Tratamento de corante com fungo F3 imobilizado em EPO; 2 = Tratamento de corante com
fungo F3 imobilizado em Bucha vegetal, 3 = Tratamento de corante com fungo F8
imobilizado em EPO; 4 = Tratamento de efluente com fungo F8 imobilizado em EPO; A =
24 horas, B = 96 horas, C = 168 horas
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Fonte: o Autor (2017)

4.3 FITOTOXICIDADE DE SUBPRODUTOS FORMADOS

Os efluentes de industrias de beneficiamento de tecidos ndo tratados podem causar
danos severos para 0 meio ambiente e a saude. Deste modo se faz importante o
monitoramento acerca da toxicidade dos corantes e efluentes téxteis tratados com micro-
organismos para assegurar que os produtos degradados sejam menos tdxicos antes de
serem descartados em aguas residuais (ADNAN et al., 2015). Os corantes tratados séo
avaliados em determinados tipos de toxicidade, tais como toxicidade microbiana,
genotoxicidade, citotoxicidade e fitotoxicidade (JADHAV et al., 2011). No entanto, a
fitotoxicidade € a toxicidade mais comumente avaliada porque € uma medida simples no

que se refere a estabilidade do crescimento das plantas.
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O efluente téxtil ao ser descartado em corpos d’agua afetam o crescimento de
plantas. Deste modo, é importante avaliar a fitotoxicidade do corante antes e depois da
degradacdo (BARAPATRE et al., 2017). Sementes de Cucumis sativus foram usadas neste
estudo como modelo para avaliar os compostos residuais antes e depois do tratamento de
corante indigo carmim e efluente por fungo F8 imobilizado. O indice foi calculado com
base em uma combinagdo de medidas de germinagéo relativa das sementes e alongamento
relativo da raiz. O percentual de germinacdo, o Crescimento Médio da Raiz (CMR) e o
indice de Germinagcéo (IG) estdo apresentados na Tabela 8.

Verificou-se que houve a germinagao de 100% das sementes com o controle (Agua)
e 0s percentuais de germinacao do corante e efluente sem tratamento eram de 90% e 90%,
respectivamente. Pode se inferir que os compostos desses dois residuos nao estavam em
altas concentracdes para impedir 0 enraizamento.

Quanto ao CMR foi possivel notar a formacao de raizes pequenas pelos residuos
sem tratamento em comparagdo com o0s residuos tratados que tinham excelente
enraizamento, o que provavelmente esta relacionado ao sucesso do biotratamento (Figura
10). O indice de Germinacdo para o material residual tratado foi maior do que o material
sem tratamento. Bedoui et al. (2015) avaliaram a fitotoxicidade de efluentes téxteis em
sementes de Cucumis sativus revelando sensibilidade no percentual de germinacdo e
crescimento da raiz frente a efluente téxtil ndo tratado assim como o presente estudo.

Durruty et al. (2015) em seu estudo promoveram o tratamento de corantes e
efluente téxtil pelo fungo filamentoso Penicillium chrysogenum e realizaram a
fitotoxicidade dos subprodutos no final do experimento e obtiveram reducéo da toxicidade
na germinagdo das sementes e no crescimento radicular de sementes de trigo assim como
os dados deste trabalho.

De acordo com Nouren et al., (2015) valores do indice de Germinagao inferiores a
50% indicam alta fitotoxicidade, valores entre 50 e 80% indicam fitotoxicidade média, e
acima de 80% indicam baixa ou nenhuma fitotoxicidade. Como resultado esse estudo
demonstra que os subprodutos produzidos a partir da degradacdo de corante e efluente
téxtil ndo sdo fitotdxicos, sendo considerado seguro para liberagcdo em aguas residuais e/ou

utilizacdo para fins agricolas.
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Tabela 8

Ensaio de fitotoxicidade de corante indigo carmim e efluente téxtil antes e depois de
tratamento com Fungo F8 imobilizado em EPO; CST = Corante Sem Tratamento; EST =
Efluente Sem Tratamento; CT = Corante tratado; ET = Eluente Tratado; CMR =
Crescimento Médio da Raiz; IG = Indice de Germinagio

Observacgéo Cucumis sativus

CST EST CT ET
Germinacéo (%) 90 90 98,8 97,7
CMR (%) 78,1 70,4 94,6 93,5
I1G (%) 86,3+4,3 71,6+4,7 93,544 91,5+0,3

Fonte: o Autor (2017)

Figura 10
Enraizamento de Cucumis sativus por ensaio de fitotoxicidade de corante indigo carmim e

efluente téxtil antes e depois de tratamento com Fungo F8 imobilizado em EPO; A =
Corante sem tratamento; B = Corante tratado; C = Efluente sem tratamento; D = Efluente

tratado

Fonte: o Autor (2017)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O fungo da podriddo branca Scytinostroma duriusculum possui a habilidade de degradar
corante da classe indigoide e efluente téxtil bruto contendo mistura de corantes em
condicdes ndo estéreis. A utilizacdo deste fungo imobilizado em esponja de poliuretano
promoveu alta descoloracdo em sete dias de tratamento sendo mediado por enzimas
fenoloxidases como lacase e manganés peroxidase. Ensaio de fitotoxicidade confirmou a
reducdo da toxicidade de metabdlitos gerados no tratamento. Este é o primeiro relato da
utilizacdo do fungo Scytinostroma duriusculum imobilizado para o tratamento de efluente
téxtil. Assim sendo, o fungo S. duriusculum pode ser um candidato promissor de estudos
posteriores em escala industrial para eficiente biodegradacao de efluente téxtil da regido de

Caruaru, Pernambuco/Brasil.
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ABSTRACT

The textile industry contributes to environmental contamination by producing dyes that often have
carcinogenic or mutagenic properties. In this way, studies using fungi for the degradation of dyes have
advancedduetotheabilitytodegradedifferentrecalcitrant compounds. The present work evaluated the
potential of ten isolates of filamentous fungi(1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10)forthetreatment of Indigo carmine
dyeinstatic flasks aiming the removal of dye in Concentration of 5.0 mg/L. Discoloration tests were
carried out intriplicate for seven days, with samples of the 1st, 4th and 7th days and their filtrate passed
through enzymatic and protein analysis. The best means of dye removal belonged to fungi 3 and 8
that removed 89.4% and 86.5%, respectively. Lacase, Lignin and Manganese enzymes were
quantified, resulting in peaks of 94912 U/L and 106786 U/L for laccase and manganese from the
treatment of fungus 8. The enzyme/proteinratio of fungus 8 showed a good laccase production (1062,6
IU/mg/L) and Manganese Peroxidase (4517 IU/mg/L). Fungi 3 and 8 were considered viable for future
experiments on dye biodegradation.

INTRODUCTION

Industrial effluents contain substances generated from the processing of raw materials that use a
large amount of water where they cause damages when released to the environment because
they are considered harmful. As for the textile industry, this problem is even greater due to the

expansion of this sector in the world and the variability of dyes and pigments. Syntheticdyesare
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widely used in tissue processing and their effluent disposal entails a true environmental
imbalance due to high concentrationandtoxicity (Bedouietal.,2015).Indigo Carmine dyeis highly
toxic to the class of indigo dyes. Contact with it may cause skin and eye irritation, as well as
permanent damage to the cornea and conjunctiva, and may cause long-term reproductive,
developmental and neuronal toxicity when ingested (Naciri et al., 2016). Because of this, the use of
fungi in bioremediation is recommended because they have a rapid capacity to adapt their
metabolism to different sources of carbon and energy, causing them to survive different
conditions. This condition is directly linked to the production of a large number of non-specific
enzymes capable of degrading polymers of plant origin as well as a wide variety of other similar
organicmolecules(Sarojetal., 2015).

MATERIAL EMETHODS

Fungi

Foram avaliados 10 fungos filamentosos de diferentes espécies e sua capacidade em descolorir
corante indigo Carmim, mantidos no Laboratério de Microbiologia Ambiental e Industrial —
LAMAI. Os fungos foram isolados da dagua e estocados na Micoteca URM e LAMAI, localizados na

UniversidadeFederaldePernambuco-UFPE.

Dye

O corante utilizado foi o indigo Carmim (P.A.) de peso molecular: 466.36 g/mol. Obtido comercialmente

da empresa Vetec (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA Aldrich).

Dye discoloration test by filamentous fungi

The fungi(1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10) were grown in Sabouraud agar and subjected to discoloration
testin Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 50 mL of Kirk's medium Yeast0.1g/L,KH2P040.2g/L,
MgS040.05g/L,MnS040.016g/L,CuS040.049g/

L, distilled water 1000 ml) at pH 7, each vial was inoculated with Three fungal agar blocks and
Indigo Carminedye (50mg/L-0.3%).Erlenmeyerflasks containingonly medium with dye (negative
control) were also included, all flasks were incubated in incubator type B.0.D. At 30 ° Cfor seven
days. The discoloration rate was monitored on the 1st, 4th and 7th days and was expressed by the

formula:Descoloracgéio
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(%) = (AbsTO — AbsTx) / AbsTO x 100

Where (AbsT0) indicates the initial absorbance and (AbsTx) indicates the absorbance at each time. 610
nm wavelength readings were taken. The wavelength range was fixed by the maximum absorption

of the dyeinthe visible region.

Enzyme and protein dosage of the dye

Aliquots of the filtrate were collected for enzymatic dosing and determination of enzymatic
dosages by spectrophotometry of Lacase, Lignin Peroxidase (LiP) and Manganese Peroxidase
(MnP). The enzymatic Laccase dosage of the textile dye discoloration was measured at 420 nm
in three times (0, 5 and 10 minutes). It consisted of a reaction containing: 100 ul 100 mM
Sodium Acetylated Buffer (Temperature30°CandpH5.0); 100 plofenzyme extract; 800 ul of ABTS
0.03% (v / v). For LiP it was performed at 310 nm with a reaction of: 1000 pL Sodium Tartrate
buffer pH 3.0; 500 pl of 10 mM Veratryl Alcohol; 500 uL of H202 at 2 mM and 500 pL of enzyme
extract. Dosing was performed in two times (0 and 5 minutes). The enzymatic dosage of MnP
was performed at 610 nm and consisted of a reaction containing: 250 uL of enzymatic extract;
100plof10mMPhenolRed;50ulof0.001 M Manganese Sulfate; 50 uLofHydrogen Peroxide (H202)
at2 mM. The reaction was incubatedfor10minutesat30°Candquenchedwith100uLof2M NaOH.
Theprotein dosage was performed by the method of Bradford (1976) containinginthereaction: 50
puL of enzymatic extract; 350 plL of distilled water; 100 ul of Bradford's reagent where the
reactions were performed in duplicate and waited 5 minutesto be readina spectrophotometerat
595nm.Samplesofthelst,4thand7thdaysweredosedunder aseptic conditions. At all dosages the

blank consisted of the replacement of the enzymatic extract with distilled water.

RESULTS EDISCUTION

Fungi 3 and 8 had the highest discoloration rates at day 7: 89.4% and 86.5%,

respectively.Fungil,4and5discoloredatthe end oftheexperiment56.7%,59%and 51.7%, inthat
order. The others had no significant discoloration values because they presented a final
discolorationrate <50% (Figure 1).Luetal.(2016) obtained onthe 4th day by the fungus Ganoderma
sp. Discoloration above 90% of Indigo Carmine dye under agitation where the conditions used

favored higheryield and high cost, while the present work aimed at the low cost biodegradation.
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Figure 1. Graph of percent discoloration of the textile dye Indigo Carmine.

The fungus 8 obtained peaks of 9x105 u / L for Laccase and 10x105 u / L for MnP. Mirandaetal.
(2013) obtained from C. lunata and P. chrysosporium peaks of Lacase (max. 2100 U / L) and MnP
(max.474 U /L) in the treatment of effluent containing IndigoCarmine.Thetotalproteindosagein
thisstudyshowed peaksonthe 1stdayof fungus 3 discoloration (144.1u/L)and 8(89.3 u/L)fungi.
Thetotalenzyme/ protein ratiooffungus8waslaccase(1062.61U/mg/L)andMnP(45171U/mg/L)
asshown infigure2.Theotherfungididnotpresentresultsthatcorroborate withtheliterature. The
values obtained in the quantification of lignin for all fungi were shown to be below the expected
values. The difference between the values found in this work through the literature consulted canbe
explained by the nature of the effluent and the addition of salts that facilitate the process of

degradationofthe dyeintheliquid medium.
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Figure2.Laccase/Proteinmaximumproductionratiointhefirstdayoftreatmentandthe maximumMnP/

Proteinproductionontheseventhdaybythefungus8.

CONCLUSION
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Fungi 3 and 8 were efficient in the discoloration of Indigo Carmine under the experimental
conditions tested. The fungus 8 was identified as Scytinostroma duriusculum and obtained a high
performance in the discoloration and high enzymatic production, being indicated in this work as a
very promising species for later studies, due to the apparent absence of bioremediation works of

thisfungus.
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