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RESUMO

SANTOS, Kerlency Maria Farias. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LINHAGENS
DE FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DA MATA ATLANTICA NA
BIODEGRADACAO DE CORANTES TEXTEIS E AVALIACAO DOS POSSIVEIS
EFEITOS DE TOXICIDADE. Orientadores: Maria Antonieta Peixoto Gimenes Couto e
Rodrigo Pires do Nascimento. Rio de Janeiro, 2025. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Ambiental) — Escola Politécnica e Escola de Quimica — UFRJ

As industriais téxteis ao langarem seus efluentes nos corpos hidricos necessitam de
tratamentos eficientes que garantam que 0S compostos toxicos provenientes dos
corantes utilizados ndo se tornem ainda mais téxicos durante 0 processo de
tratamento e ndo oferecam risco ao ambiente e a salde da populagéo. Nesse cenario,
o presente trabalho estuda o tratamento biolégico de efluentes em presenca de
corantes téxteis utilizando os fungos filamentosos Penicillium (linhagens 105-01 e 113-
07), Trichoderma (linhagem IS10-08) e Aspergillus (linhagem 105-06). Foram utilizados
os corantes azo Direct Yellow 27, Reactive Black 5 e Alaranjado de Metila. A avaliacado
de descoloracdo em placa em meio batata por sete dias a 28°C nas concentragdes de
50 e 100ppm indicou que as descoloracdes dos corantes Direct Yellow 27 e Reactive
Black 5 se mostraram mais promissoras ao utilizar as linhagens 113-07 e 10-06. Foram
realizados ensaios de descoloracdo de corantes em sistema submerso, tanto com as
linhagens puras quanto em consércio, em Erlenmeyers de capacidade de 500 mL,
contendo 125 mL de caldo batata-dextrose, pH 5,5 suplementado com os corantes
téxteis. Foi analisado o potencial toxico dos meios tratados em testes com sementes
de Lactuca sativa e Phaseolus vulgaris, e com o microcrustaceo Daphnia similis.
Paralelamente avaliou-se a atividade enzimatica das enzimas Lipase, Lacase e
Manganés Peroxidase em diferentes condi¢des. A linhagem 113-07 destacou-se por
apresentar alto potencial para a descoloracédo dos corantes Reactive Black 5 e Direct
Yellow 27, baixo potencial toxico para as sementes e para 0 microcrustaceo utilizados
no tratamento do corante Direct Yellow 27, e maior atividade enzimatica na producao
de Manganés Peroxidase, se mostrando uma linhagem de interessante potencial

biotecnolégico para desenvolvimento de estudos futuros.

Palavras- chave: Corantes Azo, Fungo filamentoso, Atividade Enzimatica,
Ecotoxicidade.



ABSTRACT

SANTOS, Kerlency Maria Farias. BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF
FILAMENTOUS FUNGI STRAINS ISOLATED FROM THE ATLANTIC FOREST IN
THE BIODEGRADATION OF TEXTILE DYES AND EVALUATION OF POSSIBLE
TOXICITY EFFECTS. Advisors: Maria Antonieta Peixoto Gimenes Couto e Rodrigo
Pires do Nascimento. Rio de Janeiro, 2025. Dissertation (Master's degree in
Environmental Engineering) — Polytechnic school and School of chemistry— UFRJ

When textile industries discharge their effluents into water bodies, they require efficient
treatments to ensure that the toxic compounds from the dyes used do not become
even more toxic during the treatment process and do not pose a risk to the environment
or public health. In this scenario, this work studies the biological treatment of effluents
in the presence of textile dyes using the filamentous fungi Penicillium (strains 105-01
and 113-07), Trichoderma (strain 1S10-08), and Aspergillus (strain 105-06). The azo
dyes Direct Yellow 27, Reactive Black 5, and Methyl Orange were used. The evaluation
of plate discoloration in potato medium for seven days at 28°C at concentrations of 50
and 100 ppm indicated that the discoloration of Direct Yellow 27 and Reactive Black 5
dyes was most promising when using lines 113-07 and 10-06. Dye discoloration tests
were performed in a submerged system, both with pure lines and in consortia, in 500
mL Erlenmeyer flasks containing 125 mL of potato dextrose broth, pH 5.5,
supplemented with textile dyes. The toxic potential of the treated media was analyzed
in tests with Lactuca sativa and Phaseolus vulgaris seeds, and with the
microcrustacean Daphnia similis. In parallel, the enzymatic activity of lipase, laccase,
and manganese peroxidase enzymes was evaluated under different conditions. The
113-07 line stood out for presenting high potential for the biodiscoloration of the
Reactive Black 5 and Direct Yellow 27 dyes, low toxic potential for the seeds and
microcrustaceans used in the treatment of the Direct Yellow 27 dye, and greater
enzymatic activity in the production of Manganese Peroxidase, showing itself to be a
line with interesting biotechnological potential for the development of future studies.

Keywords: Azo dyes, Filamentous fungus, Enzymatic activity, Ecotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A Industria Téxtil desempenha um papel econémico e social relevante em todo
0 mundo, contribuindo para a geragao de empregos em diversos setores. No Brasil, o
crescimento dessa industria foi mais acentuado na década de 1930, principalmente
na regiao Sudeste (FUJITA, 2015). Atualmente, embora o setor enfrente uma balanca
comercial desfavoravel, ele mantém posi¢cdes importantes, sendo o maior exportador
de téxteis da América Latina e o décimo segundo no ranking mundial (IEMI -
Inteligéncia de Mercado, 2022).

Essa relevancia econdmica, no entanto, traz consigo desafios ambientais que
precisam ser enfrentados. Os processos de producdo téxtil estdo associados a
problemas sérios, como a emissdo de gases poluentes e o langamento de efluentes
nos corpos hidricos, que podem comprometer a qualidade do solo e da agua
(DUARTE, 2021). Além disso, a grande quantidade de agua utilizada e a diversidade
de substancias quimicas empregadas no tingimento e beneficiamento das fibras
téxteis representam um desafio consideravel. A adocao de praticas mais sustentaveis
é crucial para reduzir a quantidade de efluentes gerados e mitigar os riscos ambientais
associados a essas atividades.

Embora pesquisadores estejam desenvolvendo métodos de tingimento que
utilizam recursos biolégicos, como bactérias, esses processos ainda nao sao
amplamente acessiveis economicamente, o que faz com que os corantes sintéticos
continuem predominantes na industria (DUARTE, 2021; GOMES e RIBEIRO, 2016).
Os corantes azo, por exemplo, constituem o maior grupo de corantes téxteis utilizados
globalmente, representando cerca de 70% do total (KNACKMUSS, 1996).
Caracterizados por sua alta solubilidade e capacidade de formar ligacdes covalentes
com fibras celuldsicas e protéicas, esses corantes sao projetados para serem
resistentes a agua e a luz UV, mas apresentam grande dificuldade de degradacao em
ambientes naturais, tornando-se compostos recalcitrantes quando descartados
inadequadamente (GOMES e RIBEIRO, 2016).

Atualmente, os tratamentos de efluentes na Indastria Téxtil baseiam-se em
processos fisico-quimicos, como precipitacéo e coagulacdo, seguidos de tratamentos
biologicos com sistemas de lodos ativados (DO NASCIMENTO, 2019). Contudo,

eSses processos sao onerosos e nao sao eficazes para a ampla gama de corantes
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residuais que precisam ser tratados (GONDIM et al., 2007). Nesse contexto, a
biodegradacdo tem se destacado como uma alternativa promissora. Esse método
utiliza microrganismos como agentes degradadores de substancias tdxicas, como 0s
corantes, permitindo que esses microrganismos utilizem os corantes como fonte de
nutrientes e energia, por meio das enzimas que secretam (BURATINI, 2008).

A aplicacdo de fungos e bactérias, isoladamente ou em consorcio, tem se
mostrado eficaz no tratamento de efluentes liquidos e sélidos provenientes de
diversos setores industriais. As razfes para o crescente interesse em técnicas
biologicas incluem o custo reduzido e a capacidade de tratar uma variedade maior de
substancias recalcitrantes (DO NASCIMENTO, 2019). Os fungos, em particular,
apresentam um grande potencial para a degradacao de poluentes, devido a sua alta
capacidade de producdo e secrecdo de enzimas, além de sua adaptabilidade a
diferentes meios, permitindo-lhes utilizar diversas substancias téxicas como fontes de
nutrientes e energia (GOMES e RIBEIRO, 2016).

Diante da necessidade urgente de desenvolver métodos eficazes para o
tratamento de efluentes contaminados por corantes, o presente trabalho investiga o
potencial biotecnologico de fungos filamentosos na biodegradacdo de corantes
téxteis, além de avaliar os efeitos fitotoxicos e ecotoxicos dos sobrenadantes
resultantes desse processo, utilizando microrganismos selecionados e isolados

previamente de area de Mata Atlantica.

1.1 ESTRUTURACAO DA DISSERTACAO

A dissertacdo esta estruturada em sete capitulos. Além do capitulo introdutério, no
Capitulo 2 estdo descritos o objetivo geral e cinco objetivos especificos. No Capitulo
3 é apresentada a revisdo que traz o estado da arte do tema, e aborda o panorama
da industria téxtil globalmente e nacionalmente, adicionalmente, € abordada a cadeia
téxtil e os corantes em sua origem, estrutura e aplicacdo, e por fim o efluente gerado
pela industria téxtil. No Capitulo 4 Material e Métodos sdo descritos os fungos
utilizados, e como foram realizados 0s ensaios para determinagdo daqueles mais
promissores para descoloracdo dos corantes selecionados, e que também
evidénciassem atividade enzimatica, e baixa toxicidade para vegetais e

microcrustaceo. No capitulo 5 sdo descritos os resultados de todos 0s ensaios, € no
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Capitulo 6 sdo descritas 10 conclusdes relevantes sobre a pesquisa.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Véarios estudos vém sendo conduzidos no ambito da biodegradacdo de

corantes por micro-organismos. Desta forma, a presente dissertacdo propde uma

avaliacdo do processo de biodegradacdo de corantes téxteis, utilizando fungos

filamentosos previamente isolados da Mata Atlantica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o potencial de biodegradacéo e descoloracéo de diferentes linhagens
de fungos filamentosos em relacéo a diversos corantes téxteis, selecionando e
identificando aquelas que apresentarem maior capacidade de descoloragao

para a etapa de cultivo submerso.

Analisar o processo de cultivo submerso sob diferentes parametros, avaliando

a possivel interacao entre os microrganismos selecionados na etapa anterior.

Realizar uma analise comparativa da descoloracdo dos corantes durante o

cultivo submerso, utilizando espectrofotometria como método de avaliagéo.

Avaliar a fitotoxicidade do extrato enzimatico obtido a partir dos sistemas que

evidenciaram biodegradacao ou descoloracéo.

Conduzir uma andlise enzimética das enzimas lacase (Lac), manganés

peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP).
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3 REVISAO X
3.1 INDUSTRIA TEXTIL

3.1.1 Mercado Global

A Indastria Téxtili € uma das mais relevantes no mercado mundial,
desempenhando um papel crucial no segmento de vestuario. Influenciando nao
apenas o modo como as pessoas se vestem, mas também dita tendéncias e possui
uma forca econdémica que envolve varios setores produtivos. Mesmo em meio a crises
mundiais, como guerras e pandemias, essa industria encontra espaco para

crescimento, como evidenciado na Figura 1.

Figura 1- Consumo mundial de fibras téxteis (milhdes de toneladas) de 1950 a 2021

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2005 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
B Quimicas / Chemical [l Naturais / Natural

Fonte: [EMI (2022)

O consumo de fibras téxteis pode ser classificado em duas categorias
principais: fibras naturais e fibras quimicas. Como pode ser observado, o consumo de
ambas as categorias tem crescido significativamente desde a década de 1950. As
fibras naturais sdo subdivididas conforme sua origem, que pode ser vegetal, animal
ou mineral. Por outro lado, as fibras quimicas se dividem em artificiais e sintéticas; as
artificiais sao polimeros obtidos a partir da transformacao da celulose, enquanto as
fibras quimicas sintéticas derivam de subprodutos do petréleo, como o nailon, a
poliamida e o poliéster (KON, 2005).
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Nos ultimos 10 anos, o consumo global de fibras apresentou uma taxa média
de crescimento de 4,7% ao ano. As fibras naturais foram responsaveis por
aproximadamente 3,6% desse crescimento, enquanto as fibras sintéticas contribuiram
com 5,2% ao ano (IEMI, 2022). O aumento do uso de fibras no setor téxtil pode ser
atribuido ao crescimento populacional e a disseminacdo do padrédo de producao
rapida, conhecido como “fast fashion”.

Mesmo durante o periodo da pandemia de COVID-19, entre 2020 e 2022, a
China se manteve como a principal exportadora tanto de téxteis quanto de vestuério,
representando 35% das exportacdes totais em 2021(IEMI, 2022). Ao se analisar o
cenario global, os paises asiaticos se destacam significativamente nas exportacdes
do setor. Bangladesh foi responsavel por 6% das exportacdes, enquanto o Vietna
contribuiu com 5,4%. Juntos, esses trés paises foram responsaveis por 46,4% das
exportacdes de téxteis e vestuario (IEMI, 2022). O quadro 1 apresenta 0s maiores
exportadores mundiais de componentes téxteis e vestuario, e sua representatividade
em 2021.

Quadro 1- Principais paises exportadores 2021

Téxteis Vestuario Total
Pais uUs$ Paises uUsS$ Paises uUS$ Partic.

milh&es milhdes milhdes %
1. China 91.737 | 1. China 123.984 | 1. China 215.721 35,0%
2. India 11.934 | 2. Bangladesh 35. 995 2. Bangladesh 36.874  6,0%
3. ltalia 9.791 3. Vietna 25.948 | 3. Vietna 33.293 5,4%
4. Alemanha 9.395 4. Itélia 18.306 4. Itélia 28.097 4,6%
5. Estados 8.952 5. Alemanha 18.087 5. Alemanha 27.483 4,5%
Unidos
6. Turquia 8.061 6. Turquia 15.706 6. India 25.162 4,1%
7. Vietna 7.345 7. india 13.228 7. Turquia 23.767  3,9%
8. Coreiado Sul  6.859 8. Espanha 12.748 8. Espanha 16.304 2,6%
9. Taiwan 6.656 9. Paises 10.064 9. Estados 12.921 2,1%

Baixos Unidos
10. Japéo 4.795 10. Franca 8.612 10. Paises 12.531 2,0%
Baixos

11. Hong Kong 4.781 11. Pol6nia 8.279 11. Franga 11.741 1,9%
12. Brasil 4.252 12. Camboja 7.542 12. Hong Kong 11.622 1,6%
13. Espanha 3.556 13. Bélgica 6.915 13. Polbnia 9.874 1,6%
14. Franca 3.129 14. Indonésia  6.880 Indonésia 9. 765 1,6%
15. Indonésia 2.885 15. Hong Kong 6.840 15. Bélgica 9.364 1,5%
16. Paises 2.467 83. Brasil 339 26. Brasil 4.592 0,7%
Baixos
Subtotal 186.597 | Subtotal 319.474 | Subtotal 489.112  79,4%
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Outros 35.548 Outros 74.732 Outros 127.238 20,6%

Total 222.145 | Total 394.206 | Total 616.351 100%

Fonte: IEMI (2022)

Em 2012 o Brasil ocupava a 232 posi¢ao no ranking de exportadores, com 0s
dados mais recentes de 2021 caiu para a 262 posicdo mundial. O que significa que o
comeércio internacional ainda é timido, apesar disso, o Brasil importou em 2021 apenas
1,1% de téxteis e de vestuario, e ainda assim é um dos grandes produtores mundiais.
O que nos leva a concluir que nesse segmento industrial, o Brasil se enquadra no
perfil de “produtor-consumidor”, ou seja, produz o suficiente para si, sem grande
expressividade de exportacdo ou necessidade de importacdo (ABIT- Associacdo
Brasileira da Industria Téxtil e de Confeccgéo, 2013; IEMI, 2022).

3.1.2 Mercado brasileiro

O setor téxtil ocupa uma posicdo de destaque na economia nacional. Em
2021, foram gerados 1,3 milhdo de empregos, correspondendo a 19,3% dos
trabalhadores alocados na producdo industrial, além de uma producdo total de
aproximadamente R$ 190,3 bilhdes, o que representa 6% do valor total da producéo
da industria brasileira de transformacéo, a qual abrange 24 setores e corresponde a
12% do PIB do Brasil (IEMI, 2022; CNI - Confedera¢édo Nacional da Industria, 2023).

Além da presenca de indUstrias téxteis em todos os estados do pais, a ABIT
(2013) destaca a existéncia de grandes polos regionais de producao téxtil e confec¢ao
no Brasil. Os principais polos estdo localizados na regido Sudeste, nos estados de
Séo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo; na regido Sul, nos estados
do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; e na regido Nordeste, nos estados
do Ceara e Pernambuco (MUNIZ, 2022). A regido Sudeste € a principal responsavel

pela producéo téxtil no Brasil, como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2- Distribuicdo regional da producao brasileira
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Fonte: IEMI (2022)

Sao Paulo é o principal polo brasileiro de confec¢bes; sdo mais de 15 mil
industrias, distribuidas por varias regides e atuando em todos 0s segmentos. Minas
Gerais possui o0 segundo maior polo brasileiro confeccionista, abrigando
aproximadamente 5 mil industrias, distribuidas em duas regides. Ja o Rio de Janeiro,
foi um dos maiores polos téxteis e de moda do Brasil até os anos 1980. O estado
responde por 10% da produco nacional, com cerca de 5.700 indistrias. E o segundo
maior polo langador de moda feminina (MUNIZ, 2022; ABIT, 2013).

3.2 DESCRICAO DA CADEIA PRODUTIVA TEXTIL

De acordo com Muniz (2022), a Industria Téxtil é constituida por quatro

segmentos industriais:

e Fiacdo: producéo de fios ou filamentos que serdo preparados para a etapa

de tecelagem;
e Tecelagem: fabricacéo de tecidos planos ou tecidos de malha (malharia);

e Beneficiamento/Acabamento: operacdes que conferem ao produto
conforto, durabilidade e propriedades especificas;
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e Confeccdes: desenho, confecgcbes de moldes, gradeamento, encaixe, corte

e costura.

A Figura 3 apresenta os tipos de tecidos produzidos bem como as etapas

envolvidas durante a producdo. As atividades produtivas do segmento téxtil sao

atividades interdependentes, porém com relativa independéncia dentro do processo

produtivo, 0 que permite a coexisténcia de empresas especializadas e com diferentes

graus de atualizacdo tecnoldgica. O resultado de cada etapa de producdo pode

alimentar a etapa seguinte, independentemente de fatores como escala e tecnologia

de producéo (PEREIRA, 2017).

Figura 3- Estrutura produtiva téxtil e de confeccfes
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Até chegar ao produto final, existe ainda uma interface com a inddstria quimica
em razao da necessidade de insumos (corantes téxteis, pigmentos téxteis, produtos
auxiliares etc.) para diversos tipos de tratamento, desde as fibras (além das fibras
naturais, ha as manufaturadas) até os bens acabados (MUNIZ, 2022).

3.2.1 Fiacéo

Segundo Pereira (2017), o processo de fiacdo consiste nas operacdes pelas
guais as fibras séao abertas, limpas e orientadas em uma mesma direcao, paralelizadas
e torcidas de modo a se entrelacarem por meio do atrito. As propriedades fisicas da
matéria-prima fibrosa condicionam e definem o processo de fiagcéo a ser utilizado, bem
como a relagdo de massa por unidade de comprimento, conhecida como titulo, do fio
a ser produzido (ALMEIDA, 2018).

De acordo com as estatisticas do Textile Exchange (2020), em milhdes de
toneladas (Mt), o poliéster foi a fibra mais produzida em 2019, respondendo por menos
de 60 Mt, ou aproximadamente 52% da producéo global de fibras. O algodao ocupa a
segunda posi¢cao, com mais de 25 Mt, correspondendo a cerca de 23%. As fibras
menos consumidas incluem I1a de ovelha (1 Mt), seda (0,16 Mt) e |a de outros animais
(0,05 Mt). Outras fibras vegetais somam aproximadamente 6,5 Mt, enquanto outros
sintéticos e poliamida representam 6,4 Mt e 5,6 Mt, respectivamente.

3.2.2 Tecelagem

O processo de tecelagem é composto por duas etapas principais: o urdimento
e a engomagem. Na etapa de urdimento, os fios sédo transformados em rolos de
urdume por meio de um equipamento denominado urdideira. Esses rolos sdo, entéo,
encaminhados a tecelagem, onde os teares entrelacam a trama, resultando na
formacéao do tecido. No processo seguinte, o objetivo é engomar o fio, ou seja, torna-
lo mais resistente por meio da adicdo de goma e aquecimento (COGO, 2011; CHAIM,
2014).

A etapa de engomagem gera dois produtos: o tecido plano e a malha. A
principal diferengca entre esses produtos reside na estrutura e na geometria

especificas de cada um, que resultam da aplicagcdo de processos de producdo
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distintos. Por exemplo, a malha apresenta maior flexibilidade e elasticidade, enquanto

os tecidos planos se destacam pela sua maior resisténcia (CHAIM, 2014).

3.2.3 Beneficiamento/Acabamento

A etapa de beneficiamento tem como objetivo aprimorar diversas
caracteristicas do material téxtil, como aparéncia, resisténcia, toque e capacidade de
absorcdo de &gua. Para atingir esses resultados, diversas operagfes podem ser
realizadas, uma vez que cada substrato requer uma preparacdo especifica,
dependendo das necessidades de seu aproveitamento (ALMEIDA, 2018). As etapas

do processo de beneficiamento podem ser observadas na Figura 4.

Figura 4- Principais operac6es que envolvem o beneficiamento téxtil
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Fonte: Chaim (2014)

O beneficiamento primario € o conjunto de operagfes realizadas sobre o
substrato téxtil visando coloca-lo em condi¢des de receber tintura (parcial ou total) e
acabamento final, em conformidade com sua aplicacdo, e consiste em operacdes de

limpeza para eliminar do tecido todos os o6leos e aditivos que foram utilizados no
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processo de tecelagem ou malharia (PEREIRA, 2017).

Dentro dessa etapa, a descoloracdo € um método utilizado para remover a
cor natural da fibra, fio ou tecido. Para esse fim, sdo empregados produtos a base de
cloro ou peroxido de hidrogénio, que possuem propriedades branqueadoras.
Atualmente, esses produtos estdo sendo gradativamente substituidos por enzimas da
classe das lacases, que sao biodegradaveis e, portanto, mais sustentaveis (DUARTE,
2021).

A segunda etapa é o beneficiamento secundario, que envolve o tingimento do
tecido, ou seja, a aplicacao de corantes com o intuito de modificar ou adicionar cor ao
material. Como essa etapa requer uma ampla variedade de corantes e auxiliares de
tingimento, € responsavel pela geracdo de uma significativa parte dos efluentes téxteis
(BASTIAN e ROCCO, 2009).

No processo de tingimento, a superficie téxtil € imersa em um banho aquoso
gue contém o pigmento correspondente a cor desejada para o produto final, além de
aditivos quimicos, como &cidos, eletrélitos e Oleos emulsificantes, que ajudam a
uniformizar a cor absorvida (CHEQUER et al., 2013).

O tingimento € a etapa que mais contribui para a poluicdo durante o
processamento téxtil. Uma variedade de corantes, surfactantes, sais e efluentes
acidos é utilizada nesse processo, que demanda uma quantidade consideravel de
agua. Assim, uma grande quantidade de efluentes téxteis € gerada, contendo
corantes, sais, surfactantes e metais pesados (MADHAV et al., 2018; KALLIALA e
TALVENMAA, 2000; AMICARELLI et al., 2022).

3.2.4 Confeccgbes

A Ultima etapa do processo de producéo do setor téxtil consiste na confecgao
de pecas de vestuario, sendo sua atividade fundamentada especificamente na
prestacao de servicos de corte, costura e acabamentos diversos (CHAIM, 2014).

3.3 CORANTES TEXTEIS

Segundo Barcellos (2004), um corante pode ser definido como toda

substancia capaz de conferir cor a um determinado substrato, que pode incluir tecidos,
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papel, couro ou outros materiais. Esses corantes podem ser obtidos a partir de fontes
naturais ou de forma sintética, podendo ser de origem orgéanica ou inorganica. Eles
sdo insumos coloridos de alta concentragdo, sollveis no meio de tingimento ou
estampagem, geralmente agua (PEREIRA, 2017).

Atualmente, os corantes sintéticos predominam no processo de tingimento
devido ao menor custo de producéo, a infinidade de possibilidades de sintese com
grupos cromoforos e auxocromaticos! diferenciados, além de apresentarem maior
grau de pureza, fidelidade da cor e maior fixacdo. No entanto, esses corantes também
sa0 responsaveis por uma significativa parte da poluicdo e contaminacdo das aguas
em nosso planeta (ZANONI e YAMANAKA, 2016; DUARTE, 2021).

Apesar do potencial poluidor e dos riscos a saude, a utilizagédo de corantes na
IndUstria Téxtil tem aumentado, impulsionada pelas exigéncias dos consumidores por
uma maior diversidade de cores, resisténcia a exposicao a luz, lavagem e transpiracao
(GUARATINI e ZANONI, 2000).

3.3.1 Classificacéo dos corantes téxteis

Os corantes téxteis podem ser classificados de diversas maneiras, onde as
mais usuais sdo: origem, estrutura quimica e método de aplicacdo. (GOMES e
RIBEIRO, 2016).

3.3.1.1 Origem

Quanto a origem, os corantes podem ser classificados em naturais — de
origem vegetal ou animal - e sintéticos, geralmente oriundos de carvdao mineral e de
produtos petroquimicos. O baixo custo de sintese, a estabilidade e a variedade de
cores sao fatores que tornam favoravel o uso dos corantes sintéticos em detrimento
dos naturais (GONG et al., 2005).

1 Grupos croméforos sdo sistemas conjugados capazes de absorver energia na faixa do visivel
(MARTINS, SUCUPIRA e SUAREZ, 2015). Ja os auxocromaticos sdo grupos ionizaveis, que conferem
aos corantes a capacidade de ligacdo ao material téxtil, sendo eles o grupo amina (-NH2), carboxila (—
COOH), sulfénico (-SO3H) e hidroxila (~OH) (SUTEU et al., 2009).
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3.3.1.2 Estrutura Quimica

Segundo Hunger (2003), a forma mais apropriada de classificar um corante é
por sua estrutura quimica, ou pelo seu grupo croméforo. Essa classificagdo permite a
rapida identificacdo dos corantes, agrupando-os em categorias com caracteristicas
semelhantes, o que facilita seu reconhecimento no setor téxtil.

Um grupo croméforo € a estrutura responsavel pela coloracdo apresentada
pelo corante, possuindo absorcdo na regido ultravioleta e visivel do espectro,
especialmente devido as transi¢des eletrbnicas de um sistema conjugado de duplas
ligagbes (ZOLLINGER, 2003).

Em relagcdo a estrutura quimica, os corantes podem ser divididos nas
seguintes categorias: azo, antraguinona, metalizados, indigoide, ftalocianinas, metina,
polimetina, polienos, di e triariimetina, oxazina, nitro e nitrosos, e sulfurosos
(GUARATINI e ZANONI, 2000; HUNGER, 2003; SHORE, 2002; ZOLLINGER, 2003).

Essa diferenciacéo esta diretamente relacionada ao grupo cromaoforo presente
na molécula do corante. Os grupos mais usuais incluem -C=C-, -C=N-, -C=0-, -N=N-
e -NOz2, geralmente ligados a anéis aromaticos (DOS SANTOS et al., 2007), uma vez
gue esse sistema conjugado possibilita a absor¢céo de radiacédo na faixa da luz visivel
(ALMEIDA, 2018).

No quadro 2, podem ser observadas as principais caracteristicas dos corantes

classificados de acordo com a estrutura do grupo cromoforo.
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Quadro 2- Caracteristicas de acordo com o grupo cromaéforo
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Fonte: Zanoni e Yamanaka (2016).

Na Figura 5 podem ser observadas as estruturas dos corantes téxteis
utilizados no presente trabalho, com destaque para o grupo cromoforo em azul e os

grupos auxiliares em vermelho.

Figura 5-Estruturas dos corantes Reactive Black 5 (RB5), Direct Yellow 27 (DY27) e Alaranjado de

metila

Reactive Black 5 Direct Yellow 27

Q
|S-ONa

Alaranjado de metila

Fonte: Almeida (2018) com adaptagdes.

3.3.1.3 Método de aplicagéo

Os corantes classificados de acordo com a fixacao a fibra sdo denominados

de: Corantes Reativos, Diretos, Azoicos, Acidos, & Cuba (ou Vat), de Enxofre,
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Catibnicos, Dispersos, Pré-Metalizados (Mordentes), Solventes e Branqueadores
(GUARATINI e ZANONI, 2000; HUNGER, 2003; SHORE, 2002; ZOLLINGER, 2003).

Na Quadro 3 pode ser observada uma abordagem sobre os principais
aspectos destas classes de corantes téxteis em que € feita uma correlacdo entre o

substrato (fibra téxtil), ao modo de aplicacdo empregado (ZOLLINGER, 2003).

Quadro 3- Classificacédo dos corantes téxteis de acordo com o método de aplicagdo na fibra

Classe Principais Método de aplicacéo Aspectos relevantes do tingimento
substratos
Reativos Algodao, 14, | Sitios reativos do corante | Alta solubilidade, resisténcia a
seda e | reagem com 0s grupos | lavagem; processo de tingimento
poliamida funcionais da fibra através de | simples e cores brilhantes
ligacbes covalentes sob
influéncia do calor e pH
Diretos Algodao, Tingimento por adsorcéo via | Alta solubilidade; alto rendimento do
viscose, seda | intera¢gBes de Van der Waals | processo de tingimento, melhorado
e poliamida em banhos neutros ou | pelo uso de eletrdlitos, pela
ligeiramente alcalinos | planaridade da molécula ou duplas
contendo eletrélitos | ligacdes conjugadas na estrutura do
adicionais ou mordentes corante
Azoicos Algodao, Corantes insollveis em 4gua | Alto padréo de fixacao; alta resisténcia
viscose, formados sobre os poros de | aluz e umidade
acetato de | fibra entre um agente de
celulose e | acoplamento
poliéster
Dispersos Poliéster, Tingimento sob a forma de | Custo baixo, praticamente insolGveis
acetato de | fina  disperséo aguosa, | em agua e nao idnicos, ampla gama de
celulose muitas vezes aplicadas com | tonalidades, resisténcia a lavagem e
alta temperatura/presséo | luz; apresentam moléculas pequenas
usualmente com auxilio de
agentes dispersantes ou por
processo de termofixagédo
Acidos ou| Poliamida, 1&, | A fixacdo do corante a fibra | Podem ser de 3 tipos; apresentam-se
anibénicos seda, couro e | acontece em meio neutro ou | como corantes anibnicos portadores
acrilico acido através dos sitios | de 1 a 3 grupos sulfénicos e por esta
modificado anidnicos do corante com os | razdo soliveis em &gua e que
sitios catibnicos da fibra via | conferem a carga negativa ao corante;
interacdo ibnica, interacdo de | observa-se semelhante efeito com
Van der Waals ou pontes de | grupos carboxilicos; extensa gama de
hidrogénio coloracéo e boa fixacédo
Atina Algodao, Insoliveis em &gua s&o | Conhecidos como corantes Vat; boa
viscose e la reduzidos a forma leuco | fixagdo com cores sélidas, porém baixa
soluvel com ditionito de sédio | resisténcia a lavagem
e meio alcalino. Apoés
interacdo com fibra s&o
oxidados a forma insoluvel
guando em contato com ar
fixando-se a fibra
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A cuba Algodao, Devido a falta de solubilidade | Insolaveis em &agua; fornecem tons

viscose sdo reduzidos a forma leuco | preto, verde oliva, azul marinho e
(solivel) com ditionito de | marrom; baixo custo; boa fixacdo e
sédio em banho alcalino com | resisténcia a lavagem, porém a tintura
outros agentes (eletrolitos e | gera residuos téxicos
sulfetos de hidrogénio ou de
sédio). ApOs interagdo com
fiora s@o oxidados a forma
insoltvel quando em contato
com ar fixando-se a mesma

Pré-metalizadd L&, couro Possui pouca ou nenhuma | Cores diferenciadas em funcdo do

afinidade com fibra, porém se | mordente; formacdo de complexo
fixa a ela com adicdo de um | metalico; rejeitos toxicos

mordente, produto quimico

gque se combina com o

corante e a fibra. Os

principais mordentes

modernos sdo derivados de

crdbmio, como o dicromato

Branquead Aplicado a | Estes corantes sdo aplicados | Estas fibras quando expostas a

ores todas as | na forma de dispersdo ou | radiacdo UV brilham no escuro; estes

Opticos fibras suspensdo. As fibras téxteis | corantes provocam reacdes alérgicas e

sofrem inicialmente | rejeitos tdxicos
tratamento para
descoramento e acabam
assumindo tonalidade
amarelada, necessitando de
tratamento com corantes
brancos ou fluorescentes,
gue neutralizam o tom
amarelo, pela absorcdo de
radiacdo no ultravioleta (UV),
entre 300-380 nm,
transmitindo ou emitindo na
regido visivel do espectro
(400-450 nm)

Catidnicos L&, seda, | A fixacdo do corante a fibra | O termo “corantes basicos” é também
algodao, acontece através dos sitios | usada para esta classe pelo Colour
couro e fibras | catidbnicos  (positivos) do | Index, embora segundo Zollinger
acrilicas. corante com o0s sitios | (1991), este termo ndo esteja correto,
Pouca anibnicos (negativos) da fibra | sdo corantes sollveis em agua;
afinidade com | via interacao ibnica, | apresentam vasta variedade de cores;
fibras interacdo de van de Waals ou | apresentam brilho; pouca resisténcia a
celulésicas pontes de hidrogénio. O | luz; boa resisténcia a umidade; bom

tingimento ocorre
empregando usualmente
acido acético que colabora
para fixagdo do corante a
fibra e solubilidade em agua

rendimento; baixo custo

Fonte: Alcantra e Daltin (1995); Christie (2014); Guaratini e Zanoni (2000); Gordon e Gregory
(1987); Hunger (2003); Shore (2002); Zollinger (2003).
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3.4 EFLUENTES DA INDUSTRIA TEXTIL

A Industria Téxtil gera, em seus efluentes, enormes quantidades de residuos
perigosos e toxicos, que incluem corantes, sais de acabamento e produtos quimicos,
além de apresentarem temperaturas e pH elevados. A composicéo destes efluentes &
complexa, contendo substancias como corantes, nitratos, cromo, enxofre, naftol,
sabfes, acido acético e metais. As substancias coloidais presentes nas tintas e
camadas gordurosas elevam a opacidade dos efluentes, conferindo-lhes cores e
odores desagradaveis (KHAN et al., 2023).

Os efluentes da Industria Téxtil, sejam tratados ou néo, frequentemente
contém corantes azo e contaminantes organicos, que podem se decompor antes ou
apos a remocdo. As aguas residuais tratadas podem transportar aminoacidos e
substancias significativamente mais nocivas do que os materiais inacabados (KHAN
et al., 2023). Portanto, a toxicidade desses efluentes depende da forma que assumem
no ambiente (COSTA et al., 2008).

Dessa forma, o ambiente aquatico torna-se o receptor final dos corantes,
estando sujeito aos impactos causados por essas substancias (USEPA, 1990;
GUARATINI e ZANONI, 2000; OLIVEIRA et al., 2007; BAFANA et al., 2011). No
entanto, dados estatisticos sobre a quantidade de corantes ou sais descartados nos
efluentes séo raros no Brasil (ZANONI e YAMANAKA, 2016).

As aminas geradas durante a degradacao dos corantes podem apresentar
propriedades mutagénicas, oncogénicas, alergénicas e/ou teratogénicas, causando
danos severos a érgaos vitais, como rins, cérebro, figado, além de afetar os sistemas
reprodutivo e nervoso central (GOWRI et al., 2014).

Por isso, os estudos sobre os diferentes tipos de tratamento tém se
intensificado, especialmente no desenvolvimento de métodos que sejam
ecologicamente corretos e econdmicos, que apresentem boa capacidade de
descoloracdo com minima ou nenhuma producdo de lodo e que possam
biotransformar corantes téxicos em subprodutos ndo toxicos em aguas residuais
(MISHRA e MAITI, 2018).



37

3.5 TRATAMENTO DE EFLUENTES DA INDUSTRIA TEXTIL

No processo de tratamento de efluentes em uma Estag&o de Tratamento de
Esgotos (ETE) ha, basicamente, quatro etapas de tratamento: preliminar, primaria,
secundaria e terciaria (ANDREOLI et al., 2001). O tratamento primario consiste em
decantadores primarios, nos quais materiais menos densos que a agua, tais como
Oleos e graxas (O&G), flotam na superficie e sélidos com maior densidade decantam
(VON SPERLING, 2005). Ja no tratamento secundario, ocorre a remo¢ao de matéria
organica pelos microorganismos, por via aerobia (na presenca de oxigénio dissolvido)
ou anaerobia (na auséncia de oxigénio) (CHERNICHARO, 2007).

Sabe-se que os efluentes da Indastria Téxtil sdo constituidos por uma
diversidade de componentes decorrente do tipo de processo empregado. Entretanto,
devido a producédo em grande escala e aplicacdo extensiva, 0s corantes sintéticos tém
se tornado motivo de preocupacdo publica e um sério desafio para cientistas e
ambientalistas (ZANONI e YAMANAKA, 2016).

Um grave problema que as induastrias enfrentam é o descarte dos efluentes
contendo corantes, pois nas industrias téxteis sdo perdidos no processo de
tingimento. Aproximadamente 50% dos corantes e cerca de 10 a 15% deles séo
descartados nos efluentes (YANG et al., 2009).

Além disso, ha trés diferentes tipos de fibras utilizadas na manufatura de
produtos téxteis: fibras de celulose, proteinas e sintéticas. Cada tipo de fibra é tingida
com um tipo diferente de corante: fibras de celulose com corantes reativos, diretos,
naftol e indigo; fibras de proteinas com corantes acidos e lanaset?; e fibras sintéticas
com corantes dispersos, basicos e diretos (GHALY et al.,, 2014; GUARATINI e
ZANONI, 2000).

A biotransformacé&o destes corantes com grupamento azo-aromatico pode ser
responsavel pela formacédo de aminas aromaticas, benzidinas e outros intermediarios
com potencialidade carcinogénica (GUARATINI e ZANONI, 2000) cuja toxicidade
pode ser mais elevada do que a do composto original.

Tratamentos convencionais, do tipo, lodos ativados e cloracao de efluentes

2 Os corantes Lanaset sdo um grupo popular de corantes, classificados como corantes reativos e
acidos usados para tingir fibras proteicas (como 1a, angora, mohair, caxemira e seda) (GHALY et al.,
2014).
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contendo corantes podem remover a cor, porém, também podem gerar produtos
de degradacdo mais toxicos, tais como os fenilbenzotriazéis, conhecidos como
PBTA, reconhecidamente mutagénicos (KUMMROW e UMBUZEIRO, 2008).

Diante deste desafio, diversas técnicas de tratamento primarias, secundarias
e terciarias desses efluentes vém sendo investigadas no intuito de minimizar danos
provocados pelo lancamento desses residuos em aguas superficiais. No entanto,
esses tratamentos ndo séo eficazes na remoc¢do de todos os tipos de corantes e
outros quimicos usados pela industria (GHALY et al., 2014; ROBINSON et al., 2001).

Muitas técnicas podem ser utilizadas para a identificacdo e quantificacdo de
corantes como a cromatografia liquida que € muito utilizada. As técnicas de
espectrofotometria de UV-vis, infravermelno e Raman também sdo opcoes
interessantes para deteccao de corantes (CAMPOS, 2014; SKROBOT, 2020)

Em relacdo a essas técnicas, a considerada mais simples, rapida e de baixo
custo € a espectrofotometria de UV-Vis (ROCHA e TEIXEIRA, 2004). Esta permite
investigar a transferéncia de elétrons que ocorre entre orbitais ou bandas de
atomos, ions e moléculas (HUNGER e WEITKAMP, 2001). Quando uma radiacao
continua passa por uma amostra, uma parte da radiacdo pode ser absorvida. Se isto
ocorre, a radiacao residual gera o chamado espectro de absorcédo que pode variar de
190 a 800 nm (PAVIA et al., 2009).

Apesar de ser uma técnica simples, rapida e de baixo custo quando
comparada as técnicas mais avancadas, um dos pontos fracos da
espectrofotometria de UV-Vis € a falta de sensibilidade a baixas concentracfes. De
acordo com Ashaduzzaman e Kunitake (2013), ndo é possivel realizar a detec¢éo de
corante em concentracdes menores que 10 pmol L usando a técnica. Outra
desvantagem da espectroscopia de UV-Vis é a impossibilidade de se afirmar a
estrutura do corante apenas observando o espectro obtido (MARCO et al., 2008).

Os métodos eletroanaliticos podem ser uma boa alternativa para tal
finalidade, uma vez que estes sdo capazes de identificar diversos grupos por
meio das reacdes de oxidacéo e/ou reducdo que ocorrem na superficie do eletrodo
(BARD e FAULKNER, 2001). Além disso, estes métodos apresentam
caracteristicas intrinsecas das técnicas como elevada sensibilidade, seletividade,
repetibilidade, reprodutibilidade e a possibilidade de analises da amostra bruta com

simples ou nenhum prévio tratamento (HUNDARI et al., 2013).
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3.5.1 Microrganismos na degradacao de corantes

O avanco da Microbiologia tem estimulado o uso de fungos, bactérias e algas
no tratamento de poluentes, especialmente por meio de técnicas de biorremediacéo e
biodegradacdo (CAIRES, 2018). A biodegradacdo refere-se a transformacédo de
moléculas xenobidticas por microrganismos, enquanto a biorremediacéo diz respeito
ao uso desses organismos para desintoxicar areas contaminadas. A degradabilidade
€ considerada um atributo desejavel, pois a persisténcia prolongada de contaminantes
pode levar a contaminacdo de outros ambientes, incluindo aguas subterraneas (DE
MELO e SILVA, 2021).

As técnicas biolégicas de degradacdo incluem o uso de micrébios, fungos,
algas, bactérias e vegetacdo, bem como suas enzimas, que estdo ganhando
popularidade devido ao seu baixo custo e a sua compatibilidade com o meio ambiente
(SOLOVCHENKO, 2020).

As bactérias desempenham um papel importante na degradacdo de corantes,
pois apresentam uma taxa de descoloracdo mais rapida em comparacdo com a
degradacéao fangica. Séo aplicaveis a uma ampla gama de corantes, tém um custo
reduzido e séo ecologicamente corretas, além de gerarem minima quantidade de lodo
e apresentarem alta eficiéncia na degradacdo e mineralizacdo de corantes
(SARATALE et al., 2011).

Diversos autores tém utilizado bactérias na degradacdo de corantes. Por
exemplo, Singh et al. (2022) empregaram um consorcio bacteriano de Enterobacter
asburiae e Enterobacter cloacae para descoloracdo e degradacdo do corante azo
Reactive Yellow-145 em efluentes da Industria Téxtil, obtendo resultados promissores.
A pesquisa revelou que 98,78% do corante foi descolorido sob condi¢cdes estaticas,
na concentracdo de 500 mg L™, a 35 °C e pH 7,0, durante um periodo de contato de
12 horas. Os ensaios de toxicidade apontaram que o extrato ndo teve efeitos toxicos
na germinacao de grao-de-bico e feijao moyashi.

Resultados promissores também foram obtidos por Hussain et al. (2013), que
isolaram cepas bacterianas de um dreno de esgoto da Industria Téxtil. A cepa do
género Pseudomonas resultou em eficacia na degradacao de até 98,5% do corante

Reactive Black 5 em pH 8 e a 25 °C, na presenca de até 30 g L™t de NaCl, em apenas
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48 horas de incubacéo.

Embora haja uma preferéncia pelo uso de bactérias na degradacdo de
corantes devido ao seu ciclo de vida relativamente curto e ao processo de
descoloracdo mais rapido, os fungos apresentam um grande potencial biotecnolégico.
Eles possuem caracteristicas metabodlicas que os tornam capazes de degradar
diversos compostos quimicos recalcitrantes, como metais pesados, pesticidas e
corantes (ALMEIDA, 2018).

Em estudos de biodegradacdo de quinze corantes azo utilizando bactérias,
fungos e consorcios, Abd el-Rahim et al. (2021) identificaram que as cepas fungicas
e seu consorcio foram mais eficazes na biodegradacdo de todos os corantes azo
testados, com dez deles sendo completamente degradados pelo consorcio fungico.

As algas e enzimas bacterianas também tém mostrado potencial na
degradacdo de corantes, com resultados apreciaveis. Zhang (2022) obteve uma
eficiéncia de até 95% na degradacdo do corante Acid Orange 2 ao utilizar biofilmes
em meio com concentra¢cdes variando de 50 a 600 mg/L em periodos de 12 e 24 horas.

O Quadro 4 apresenta comparagOes entre as degradacdes de corantes azo

utilizando bactérias, fungos e enzimas (Quadro 4).

Quadro 4- Degradacao de corantes azo utilizando bactérias, fungos e enzimas.

Corantes Bacteria/ Remog&o (%) Autores
Fungo/ Enzima
Reactive orange Bacillus sp. 9238
16 VITAKB20 ' PANDEY, K.; SAHA, P.; RAO,
. Lysinibacillus sp. K.B. (2020)
Reactive blue 250 KPB6 95.36
Trichoderma
Acid red 3R tomentosu 99.2 HE, X.L. et al (2018)
Reactive yellow Aspergillus 98.62 DE LIMA, D.P. et al (2018)
Reactive red niger D2-1 92.42 o
Congo red ionzimas 45.5 LIU, S. X. et al (2020)
ignoliticas
Congo red Oudemansiella 80 IARK D., A.J. et al (2019)
canarii laccase

Fonte: Rathi (2022).
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Em estacdes de tratamento de esgoto, 0os microrganismos que atuariam na
degradacéo ou descoloracédo do corante estariam inseridos na etapa de tratamento
secundéario, o qual por meio de processos bioldgicos, visa acelerar os mecanismos de
degradagdo que ocorrem naturalmente nos corpos receptores. Assim, a
decomposicdo dos poluentes organicos degradaveis € alcancada, em condicGes
controladas, em intervalos de tempo menores do que nos sistemas naturais (VON
SPERLING, 1996).

3.6 TOXICIDADE DOS EFLUENTES TEXTEIS COM CORANTE

Durante a etapa de aplicagdo do corante no substrato, o corante se dissolve
ou tem sua estrutura cristalina destruida, sendo mantido no substrato por meio de
adsorcao, solvatacdo, ou ligacao ibnica ou covalente. Essas caracteristicas podem
refletir, posteriormente, em diferentes perfis toxicoldégicos e ambientais para essas
substancias (SHORE, 2002).

Para avaliar a toxicidade dos ambientes, surgiu a ecotoxicologia, que estuda
os efeitos dos poluentes e a forma como eles interagem com 0s organismos em seu
habitat. A ecotoxicidade, portanto, indica o quéo téxico um poluente pode ser para 0s
organismos vivos (BLAISE, 1984). Em contrapartida, a toxicologia analisa o
mecanismo de acdo dos efeitos toxicos em organismos especificos (BLAISE, 1984;
HOFFMAN et al., 2003; ZAGATTO, 2008).

A avaliacdo da ecotoxicidade de corantes em organismos de agua doce é de
suma importancia, considerando que esses compostos ja foram encontrados em
ambientes aquaticos (UMBUZEIRO et al., 2005; ZOCOLO et al., 2015). Um fator
relevante é que as ocorréncias de corantes relatadas na literatura foram ocasionadas
pelo descarte inadequado de efluentes téxteis (DE LIMA et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2007; CARNEIRO et al., 2010).

Os dados sobre a toxicidade de corantes sdo predominantemente
encontrados na literatura relacionada a organismos de &gua doce, enquanto as
informagdes sobre organismos marinhos e estuarinos sdo escassas (ZANONI e
YAMANAKA, 2016).
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3.6.1 Ensaio de toxicidade

Os ensaios de toxicidade tém como objetivo avaliar o impacto que os efluentes
podem causar aos corpos receptores, especialmente no que diz respeito aos sistemas
biologicos. Atualmente, tais ensaios sdo exigidos por O6rgdos ambientais,
regulamentados por portarias e resolu¢cdes que garantem o cumprimento dos limites
de toxicidade estabelecidos para efluentes (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011).

A aplicacdo desses ensaios na andlise ambiental € ampla e de extrema
relevancia, especialmente diante da crescente complexidade das transformacodes
quimicas no meio ambiente (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). Essa
importancia se intensifica porque as atividades bioldgicas e toxicoldgicas dos corantes
podem variar significativamente, mesmo entre compostos que pertencem a grupos
guimicos similares com estruturas quimicas equivalentes (CHEN et al., 2018).

De acordo com Almeida (2013), os ensaios toxicolégicos devem ser rapidos,
de baixo custo e de facil execucdo. No procedimento desses ensaios, os efluentes sdo
diluidos sucessivamente para simular o processo de diluicdo que ocorre naturalmente
no corpo receptor apds o descarte. Os organismos-teste sdo expostos a diferentes
diluicdbes por periodos especificos, e os efeitos avaliados incluem mortalidade,
reducédo na fecundidade, imobilidade, inibicdo do crescimento, entre outros.

Ha uma variedade de metodologias disponiveis para a avaliacdo de
toxicidade, como fitotoxicidade, ecotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade,
toxicidade aguda, toxicidade microbiana e toxicidade em invertebrados (SOLIS et al.,
2012). Segundo Solis et al. (2012), as metodologias baseadas em fitotoxicidade, que
utilizam vegetais como indicadores de toxicidade, tém ganhado destaque por serem
menos onerosas e de mais facil execucdo em comparacdo com outras abordagens.
Por essa razao, a fitotoxicidade foi escolhida como uma das metodologias abordadas
neste estudo.

Os invertebrados sdo amplamente utilizados na avaliacdo dos efeitos toxicos
de poluentes em matrizes aquosas. No caso de efluentes da Industria Téxtil, ensaios
ecotoxicolégicos frequentemente utilizam varias espécies do género Daphnia
(VILLEGAS-NAVARRO et al., 2001; IMMICH et al., 2009). Daphnia spp. sdo
organismos planctonicos de agua doce e possuem protocolos de teste padronizados

pela ABNT (Associagéo Brasileira de Normas Técnicas), conforme estabelecido na
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norma NBR 12713:2016, atualizada em 2022. Durante 0s ensaios, 0S organismos sao
expostos a contaminantes-alvo ou matrizes aquosas sob condi¢des controladas, e a
contagem de individuos vivos (mdveis) € realizada apds o periodo de incubacéo
estipulado (SOLIS et al., 2012).

A escolha do método de avaliacdo de toxicidade utilizando invertebrados
depende das caracteristicas especificas da amostra e do corpo receptor que, em uma
situacao real, receberia o efluente tratado. No presente trabalho, foi adotada a espécie

Daphnia similis, identificada como a mais adequada para as condicfes adotadas.

3.6.1.1 Fitotoxicidade: Modelos Lactuca sativa (alface) e Phaseolus vulgaris (feijao)

Os vegetais superiores formam um importante grupo de organismos utilizados
eensaios de toxicidade e de alteracbes genéticas provocadas por poluentes
ambientais, sendo reconhecidos como excelentes indicadores de efeitos mutagénicos
de ambientes com presenca de substancias toxicas (FISKESJO, 1985; YI; MENG,
2003). Por serem altamente sensiveis e representativos, os ensaios de fitotoxicidade
servir como um primeiro alerta para detectar a presenca de perigo ambiental
ocasionado pelos diferentes tipos de poluentes descartados no ambiente diariamente
(ALMEIDA, 2013).

Entre os bioindicadores utilizados nos ensaios de fitotoxicidade, os
organismos como Chlorella vulgaris, Microcystis aeruginosa, Scenedesmus
subspicatu, Allium cepa, Lactuca sativa, Phaseolus vulgari, Cucumis sativus séo
comumente utilizados como fitoindicadores de toxicidade (COSTA et al., 2008;
FRITZKE et al., 2020; LEGERSKA; CHMELOVA; ONDREJOVIC, 2018; MOTA et al.,
2015; SCHITTLER et al., 2018; SOBRERO; RONCO, 2008). Na figura 6 podem ser
observadas as espécies Lactuca sativa e Phaseolus vulgaris em seu estado adulto e

germinativo.
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Figura 6- Lactuca sativa (A), Germinacdo de Lactuca sativa (B) , Phaseolus vulgaris (B), Germinacao

de Phaseolus vulgaris (D)

& ” 4

Fonte: Ceagesp (2024), Rossetti (2020), BRSeeds (2024), Embrapa (2018).

3.6.1.2 Citotoxicidade: Modelo Daphnia similis

A ecotoxicologia aquatica avalia os efeitos de substancias quimicas sobre os
organismos representativos do ecossistema aquatico. Engloba o transporte, a
distribuicdo, a transformagdo e o destino final dos contaminantes no ambiente
aquatico (COSTA et al., 2008). Daphnia similis € um microcrustaceo plancténico, com
comprimento maximo de 3,5 mm, que atua como consumidor primario na cadeia
alimentar aquatica e se alimenta por filtracdo de material organico particulado em
suspensao (ABNT, 2022). Os organismos deste género sdo vulgarmente conhecidos
como pulga d’agua e tém larga distribuicdo no hemisfério norte (Figura 7). O efeito
observado é a mobilidade dos organismos-teste expostos as amostras liquidas e
substancias quimicas soltveis ou dispersas em agua em um periodo de 48 h.
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Figura 7- Exemplar de Dapnhia similis com 7 a 14 dias de idade

Fonte: ABNT (2022)

O uso de dafnideos apresenta diversas vantagens para ensaios de toxicidade
de rotina, incluindo sua alta sensibilidade a substancias toxicas, ciclo reprodutivo curto
e reproducédo partenogenética (TOTHILL e TURNER, 1996).

No Brasil, os ensaios de ecotoxicidade com Daphnia similis seguem os
critérios estabelecidos pela norma ABNT NBR 12713:2016 (edicdo atualizada em
2022). Segundo essa norma, os organismos utilizados devem ser neonatos com idade
entre 6 e 24 horas, provenientes de fémeas com idade entre 7 e 28 dias. A agua de
cultivo utilizada para o teste deve apresentar pH entre 7,0 e 7,6 e dureza total de 40 a
48 mg CaCOs/L, garantindo condicfes ideais para a sobrevivéncia e reproducéo dos
organismos. Cada litro de agua de cultivo pode conter até 25 individuos.

Os planctons do género Daphnia séo alimentados diariamente com algas, e
as amostras de efluentes sdo submetidas a varias diluicbes para os ensaios de
toxicidade. Ao final do periodo de exposicédo, é calculado o Fator de Toxicidade (FT),
gue é expresso pelo Fator de Diluicdo (FD) correspondente a maior concentracéo da
amostra na qual a imobilidade dos organismos néo excede 10% (ABNT, 2022).

Os resultados do teste séo registrados em um Laudo Técnico que contém
informacdes detalhadas, como o resultado do ensaio, o intervalo de confianga de 95%
(quando aplicavel) e o método estatistico utilizado. Além disso, o resultado pode ser
expresso de forma qualitativa, conforme os critérios estabelecidos pela norma (ABNT,
2022).
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3.7 LEGISLACAO AMBIENTAL

Muitos paises permitem emiss@es com niveis de Carbono Orgéanico Dissolvido
(COD) de até 200 a 600 mg/L e de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) entre 40
e 4.000 mg/L. No entanto, poucos tém critérios bem definidos para esses tipos de
efluentes. A Franca, por exemplo, exige um rigoroso controle das tinturarias em
relagdo tanto aos poluentes organicos quanto aos inorganicos, monitorando
parametros como pH, temperatura, cor, DBO, COD, enxofre, nitrogénio, cloreto,
fluoreto, sulfato, hidrocarbonetos, Oleos e graxas, detergentes, cianetos, boro, fendis,
halogénios, compostos organicos, crémio total, crémio (VI), cobre, manganés, niquel,
chumbo, estanho e zinco (ZANONI e YAMANAK, 2016).

Quanto a exportacdo de produtos téxteis e de couro, a Diretriz 2004/21/CE da
Unido Europeia (que trata sobre limitacbes ao uso de corantes azbicos em artigos
téxteis e de couro) e adotada pelo INMETRO, em vigor desde janeiro de 2005, limita
a comercializacdo de artigos acabados que contenham corantes azo que, por
clivagem redutora, possam liberar aminas aromaticas em concentragfes superiores a
30 ppm (CBI, 2011). A diretriz visa atender as exigéncias da comunidade europeia
para proteger a saude publica, ja que a exposicdo prolongada a essas substancias
pode induzir a instabilidade genémica e a formacdo de tumores. Preocupadas com
possiveis prejuizos para os exportadores brasileiros, a ABIT (Associacéo Brasileira de
Téxteis e Confecc¢bes) e a ABIQUIM (Associagdo Brasileira da Industria Quimica) tém
incentivado as empresas a atenderem essa diretriz, proibindo a producdo e
comercializacdo de tais corantes para téxteis e couro (INMETRO, 2004; ZANONI e
YAMANAK, 2016).

No Brasil, a Resolugdo CONAMA n° 357 de 17 de margo de 2005 define os
padrdes para langamento de efluentes, classificagdo dos corpos d’agua e limites para
a presencga de compostos, incluindo corantes (BRASIL, 2005). Para dguas doces de
classe 2, destinadas ao consumo, lazer e irrigacao, o artigo 15 estabelece que néo é
permitida a presenca de corantes de origem antrépica que ndo possam ser removidos
por coagulacao, sedimentacéo e filtragdo convencionais, limitando a concentracéo a
até 75 mg Pt/L (miligramas de platina por litro).

Além disso, os estados brasileiros tém autonomia para definir parametros
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mais especificos conforme suas particularidades geograficas, econémicas e sociais.

O Quadro 5 apresenta 0os parametros nacionais e estaduais vigentes no Brasil.

Quadro 5- Parametros para langamento de efluentes liquidos

Federal RJ SP SC PE
" CONAMA Dec. Lei | Dec. Lei | Dec. Lei
Parametro 357 DZ- 205 NT- 202 8468 14250 7969
pH 5,0-9,0 - 5,0-9,0 5,0-9,0 6,0-9,0 5,0-9,0
Solidos
Sedimentav 1,0 - 1,0 1,0 <10 <10
eis (ml/L)
Solidos
flutuantes Ausente - Ausente - - Ausente
(mg/L)
DBO5,20 i i i Méax. 60 60 i
(%) (red. 80)
DQO (mg/L) - 200 - - - -
Cor (mg
Pt/L) 75 - Ausente - - -

Fonte: BILA (s.d.) adaptado de Cprh (2001)

3.8 CRESCIMENTO MICROBIANO

O crescimento consiste no aumento ordenado da soma de todos os
componentes de um organismo, 0 que leva a um aumento no niumero de individuos
gue compdem uma populagéo ou cultura (RIEDEL, et al., 2020). O crescimento dos
microrganismos ocorre somente quando certas condicfes fisicas e quimicas sao
satisfeitas, tais como: pH, temperatura e nutrientes (VIEIRA e FERNANDES, 2012).

O crescimento microbiano possui quatro fases basicas de crescimento: a fase

lag, a fase log, a fase estacionaria e a fase de morte celular (Figura 8).



48

Figura 8- Curva de crescimento microbiano
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Tempo
Fonte: Adaptado de Riedel, et al. (2020)

A fase lag é uma etapa de ajuste que representa o periodo necessario para
qguadro das células ao novo ambiente, especialmente em casos de substratos toxicos,
como os corantes. Durante essa fase, as células aumentam seu volume total em até
duas a quatro vezes, mas nao se dividem. Elas sintetizam DNA, novas proteinas e
enzimas, que sao essenciais para a divisdo celular (UFS - Universidade Federal de
Sergipe, 2023).

Na exponencial, ocorre uma rapida divisdo celular, e 0s microrganismos
crescem em progressao geométrica (VIEIRA e FERNANDES, 2012). Essa fase tende
a terminar devido a deplecdo de nutrientes essenciais, diminuicdo de oxigénio em
culturas aerobias, ou acumulo de produtos téxicos (UFS, 2023).

A fase estacionaria ocorre quando ha uma escassez de nutrientes, e 0 nimero
de mortes celulares se iguala ao de novas células, resultando em um equilibrio
populacional (VIEIRA e FERNANDES, 2012). A energia necessaria para manter as
células nessa fase, chamada de energia de manutencéo, € obtida pela degradacao
de produtos de armazenamento celular, como glicogénio, amido e lipidios (UFS,
2023).

Por fim, a fase de morte ou declinio é o periodo em que a taxa de morte dos
microrganismos supera a de formacédo de novas células (VIEIRA e FERNANDES,
2012).
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3.8.1 Biodegradacéo e biodescoloracéo de corantes por fungos filamentosos

Fungos e bactérias sdo reconhecidos como agentes essenciais na
decomposicdo de matéria organica na natureza devido a sua digestao extracorporea.
Suas enzimas digestivas sao excretadas no ambiente, permitindo que 0s nutrientes
sejam absorvidos posteriormente, desempenhando assim um papel fundamental no
ciclo da vida (SILVA e COELHO, 2006). De acordo com Tortora et al. (2017), os fungos
apresentam varias vantagens em relacdo as bactérias, o que pode torna-los

preferiveis para biodegradacéo, especialmente pelas seguintes caracteristicas:

e Tendem a crescer melhor em ambientes com pH préximo a 5,0, 0 que € muito

acido para a maioria das bactérias comuns.
e Quase todos os fungos filamentosos sdo aerobios.

e S&0 mais resistentes a pressdo osmotica em comparacdo as bactérias; muitos

podem crescer em altas concentraces de sal ou acucar.

e Podem se desenvolver em substancias com baixo grau de umidade, nivel que

impede o crescimento bacteriano.

e Requerem menos nitrogénio para crescer em quantidade equivalente ao das

bactérias.

e Sao frequentemente capazes de metabolizar carboidratos complexos, como a
lignina (componente da madeira), que a maioria das bactérias ndo consegue

usar como nutriente.

e Fungos filamentosos tém alta capacidade de secretar um conjunto diversificado
de proteinas, o que impulsiona seu uso intensivo na producdo de enzimas
industriais (RIGO, 2020).

Além disso, os fungos que decompdem madeira podem ser classificados em
trés tipos principais, dependendo do tipo de podridao que causam: fungos de podridéao
branca, fungos de podriddo parda e fungos de podriddo mole. Essa classificacao &
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Quadro 6- Classificacdo dos fungos segundo a podriddo da madeira

Grupo Filo Deg:_ada}gao da Ambiente Alguns géneros
ignina
Mineralizacdo da
Fungc.)s~de S I_|gn_nja, . Principalmente Phanerochaete,
podriddo | Basidiomicetos deslignificacéo ; .
; ~ madeiras folhosas Phlebia, Trametes
branca seletiva ou ndo
seletiva
Fungos de Modificacéo da Principalmente
podrid&do Basidiomicetos ncag P Poria, Polyporus
lignina coniferas
parda
Fungos de . Ambientes aquaticos, Chaetomium,
o . Degradacéao limitada . . ;
podrid&do Ascomicetos . madeira com umidade Paecilomyces,
de lignina gL .
mole elevada, serrapilheira Fusarium

Fonte: Almeida (2018) adaptado de Tuomela et al. (2000).

Fungos de podriddo branca formam um grupo heterogéneo de fungos
pertencentes ao filo Basidiomycota. Estima-se que mais de 90% dos basidiomicetos
gue decompdem madeira sejam fungos de podriddo branca (FARACO et al., 2009;
SEN et al., 2016). O complexo ligninolitico produzido por esses fungos vem sendo
amplamente estudado, e os resultados indicam que muitas espécies desse grupo séo
capazes de degradar a lignina e suas ligacdes resistentes, além de promover a
biodegradacao de corantes (ISROI et al., 2011; ANASTASI et al., 2011).

No entanto, o tratamento de aguas residuais da Indastria Téxtil com fungos de
podriddo branca apresenta algumas limitacfes, como a necessidade de valores de pH
baixos, uma longa fase de crescimento, maior tempo de reten¢do hidraulica para a
descoloracdo completa e o grande tamanho do reator necessario (SINGH e ARORA,
2011; NILSSON et al., 2006; BLANQUEZ et al., 2008; +t EBKOWSKA e ZAt ESKA-
RADZIWILL, 2014).

Os fungos de podridao parda, por outro lado, degradam apenas parcialmente
a lignina. Durante essa degradagéo, o teor de hidroxila fenolica na mistura de reacao
aumenta devido a oxidacdo parcial e a producdo de novos grupos carbonila e

carboxila, resultando na degradacdo da lignina por um processo de humificacao.
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Nesse processo, os residuos de lignina séo convertidos em &cidos fulvico e himico.
Ao final da degradacéao, os anéis aromaticos permanecem preservados, enquanto os
carboidratos sdo removidos, deixando um residuo de lignina de cor marrom escura
(HATAKKA; HAMMEL, 2011; GOODELL, 2003).

A utilizac&o dos fungos na biodegradacéo e descoloracéo de corantes quando
comparada aos Processos Oxidativos Avancados, demonstra vantagens
principalmente com relacdo aos custos para operagdo do sistema. Os processos
oxidativos avancados apresentam como desvantagem o uso de energia elétrica e a

necessidade de manutencao dos reatores (LOCATELLI, 2011).

3.8.2 Enzimas envolvidas no processo de biodegradacéao

Enzimas séo biocatalisadores de natureza proteica extraidos de células que
aceleram a taxa de reacdes quimicas, reduzindo a energia de ativacdo necessaria.
Sua ampla aplicabilidade desperta o interesse de setores como as industrias quimica,
farmacéutica e alimenticia (HETTIARACHCHY et al., 2018; ASHKAN et al., 2021;
DENTI, 2021). A capacidade das enzimas de acelerar reacdes sem aumento de
temperatura € essencial para 0s sistemas vivos, poisS 0 aguecimento excessivo
poderia danificar as proteinas celulares. Além da temperatura, outros fatores
influenciam a atividade enzimética, como pH, concentracao de substrato e presenca
ou auséncia de inibidores (TORTORA et al., 2017).

Dentre as espécies fungicas, os fungos de podridao branca recebem grande
atencdo na biodegradacdo devido as suas enzimas oxidativas extracelulares
relativamente inespecificas, como lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) e manganés
peroxidase (MnP) (ANASTASI et al,, 2011; KAUSHIK e MALIK, 2009). Esses
basidiomicetos iniciam a mineralizagao da lignina utilizando essas enzimas oxidativas
para clivar o biopolimero recalcitrante (HATAKKA e HAMMEL, 2011). A lignina € uma
macromolécula aromatica altamente resistente a acdo quimica e biologica
(WESENBERG et al., 2003).

De acordo com Niebisch (2009), a baixa especificidade das enzimas Lac, LiP
e MnP permite que degradem um amplo espectro de poluentes recalcitrantes que

possuem similaridades estruturais com a lignina, incluindo corantes téxteis, como
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ilustrado na Figura 9. Em funcdo dessa capacidade, essas enzimas foram

selecionadas para a avaliacdo da atividade enzimatica no presente estudo.

Figura 9- Comparacéao entre as estruturas de um segmento da molécula de lignina e alguns

poluentes.
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Fonte: Niebisch (2009) com adaptag0es.

Dentre as enzimas destacadas, a lacase (Lac) (EC 1.10.3.2) tem a capacidade
de oxidar compostos quimicos em &guas residuais, processo que ocorre com a
liberacdo de oxigénio molecular (ADAMIAN et al., 2021; HSU et al., 2012; ZHUO e
FAN, 2021). Isso tem elevado a demanda por Lac em diversas aplicacdes
biotecnoldgicas, como biorremediacdo, biossensoriamento, sintese quimica e na

fabricacdo de produtos farmacéuticos, cosmeéticos e papel para celulose (ALAM et al.,
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2023).

As enzimas manganés peroxidase (MnP) (E.C. 1.11.1.13) e lignina peroxidase
(LiP) (EC 1.11.1.7), s&o glicoproteinas que contém ferro heme como grupo prostético
e requerem H,O, para sua atividade catalitica, compartilhando ciclos cataliticos
similares (ESPOSITO e DE AZEVEDO, 2004). De acordo com De Jong et al. (1992),
a combinacdo de MnP com lacase ou lignina peroxidase representa o sistema

enzimatico minimo necessario para a degradacao eficiente da lignina.

3.8.2.1 Lacase

As lacases sdo benzenodiol oxidorredutase, metabdlitos secundarios
produzidos sob condigdes limitadoras de crescimento com nitrogénio, que podem
oxidar varios compostos fendlicos e ndo fendlicos, incluindo fendis clorados, dioxinas,
herbicidas, pesticidas, cresois, produtos farmacéuticos, corantes sintéticos, produtos
de higiene pessoal, etc (SHEKHER et al, 2011; MORSI, et al, 2020).

As lacases sdo amplamente utilizadas em processos industriais, como
biolixiviagdo na industria de celulose e papel, branqueamento de corantes téxteis,
biotransformacao, clarificacdo de suco de frutas e vinho e deteccdo de poluentes
fendlicos (SHEKHER et al, 2011), e também em aplicacbes ambientais como
descoloracdo de corantes, entre outras (SHOKRI et al, 2023; ZHANG et al, 2021;
AGRAWAL, VERMA, 2019).

Na Figura 10 pode ser observada a estrutura da Lacase. O cobre T1 atua
como oxidacao do substrato local devido ao seu alto potencial redox com orientacao
trigonal. O cobre T2 e T3 efetua a liberagcdo de agua pela reducdo de oxigénio
(PARDO e CAMARERO, 2015). O cobre localizado no sitio T1 € o responsavel pela
forte absorcdo da enzima na faixa dos 600 nm; no entanto ja foram descritas lacases
deficientes de cobre em T1, chamadas de lacases brancas, devido a auséncia da
absorbancia caracteristica na faixa do azul (BALDRIAN, 2006; DURAN; ESPOSITO,
2000; MOUGIN et al., 2003).



54

Figura 10- Estrutura da Lacase
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Fonte: Jeyabalan et al (2023)

A lacase destaca-se por sua estabilidade, assegurada pela porcdo de
carboidrato em sua estrutura, que fornece estabilidade conformacional e resisténcia
contra protedlise e radicais livres (MAESTRE-REYNA et al., 2015). Diversos fungos ja
foram identificados como produtores de lacase, com os fungos da podriddo branca
sendo os mais comuns entre eles (EL-BATAL et al., 2015). As lacases fungicas séo
particularmente eficazes na degradacao de compostos, mas sua atividade € restrita a
certas condi¢cdes ambientais, pH na faixa acida (3,5 a 5,5) e temperatura entre 30 a
55 °C (SENTHIVELAN et al., 2016).

Estudos indicam que o uso de glicose como co-substrato nutricional, em
conjunto com fontes de carbono mais complexas, pode potencializar a producéao de
lacase. Por exemplo, Baptista et al. (2012) utilizaram um meio de cultivo Sabouraud
com glicose como controle e dleo diesel como indutor, observando uma variagéo na
atividade enzimética de lacase entre 4.350 U/L e 4.620 U/L, com produ¢do mais alta
pelos fungos Cunninghamella echinulata e Penicillium commune.

Dependendo da técnica de cultivo, as lacases podem sofrer inibicdo. Mtibaa
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et al. (2018) verificaram que, na fermentacdo em estado sélido com Thielavia sp., 0
fon Mn2*, nas concentracdes de 5 e 10 mM, atuou como um indutor da atividade de
lacase, enquanto os ions Hg?* e Fe2" agiram como inibidores. Da mesma forma, YIN
et al. (2017), ao utilizarem fermentacéo submersa com Abortiporus biennis, relataram
que os ions Cu?*, Hg?*, Cd?*, Fe?*, Ag* e Zn?*, na concentracdo de 10 mM, atuaram
como inibidores da atividade de lacase.

Além disso, Schallemberger et al. (2021), em estudos sobre a resisténcia da
lacase a sais da Industria Téxtil, testaram misturas de efluentes contendo os corantes
Vermelho Reativo 158 e Preto Reativo 5. Eles observaram que o sal Na,SO, néo inibiu

a atividade da lacase, enquanto a inibicdo causada pelo NaCl foi considerada baixa.

3.8.2.1 Lignina Peroxidase

A Lignina Peroxidase é uma glicoproteina que contém cerca de 20-30% de
glicosilacdo e é dependente do perdxido de hidrogénio, contudo o excesso desta
substancia pode inativa-la. A inativagdo também pode ocorrer como consequéncia de
forte agitacdo. Esta enzima apresenta ferroprotoporfirina IX (heme) como grupo
prostético, consegue romper ligacbes C-C e C-O, polimerizar fendis (FIECHTER,
1993; DURAN e ESPOSITO, 1997). O ciclo catalitico da LiP pode ser observado na
Figura 11.

A molécula contém um grupo prostético heme e sua ac¢do depende da
presenca de H202. O H202, primeiramente oxida a enzima e o intermediario oxidado
retira um elétron de nudcleos aromaticos formando radicais aril, que se decompdem
espontaneamente via reacdes de carater idnico e radicalar (KIRK e FARREL, 1987).
A enzima catalisa a oxidacdo de um elétron de compostos nao fendlicos aromaticos
com um alto potencial de reducdo, através da formacao de um substrato com radical
cationico (KERSTEN et al., 1985; SCHOEMAKER et al., 1985).
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Figura 11- Ciclo catalitico da Peroxidase da lignina (LiP)
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Fonte: Moreira Neto (2006)

No ciclo catalitico da LiP, o ferro (lll) € oxidado a ferro (IV), pelo peréxido de
hidrogénio, formando o composto | que € capaz de oxidar a lignina e compostos
relacionados. Por meio da transferéncia de um elétron € formado o composto Il e, em
presenca de um agente redutor a enzima volta a condicdo nativa, entretanto, o
excesso de perdxido de hidrogénio torna o composto Il inativo (MARTINEZ, 2002).

A LiP é um importante componente do sistema ligninolitico dos fungos, pois
apresenta o maior potencial redox. Porém, nem todos os fungos ligninoliticos a
secretam, pelo menos, em determinadas condi¢des de cultivo (RAGHUKUMAR et al.
1999, CARAMELO et al. 1999, D’'SOUZA et al. 1999). O Alcool veratrilico é utilizado
como o principal mediador redox para a determinacdo da atividade dessa enzima
devido ao fato de apresentar um elevado potencial redox e ndo possui uma estrutura
fendlica (FALADE et al., 2016).

3.8.2.1 Manganés Peroxidase
A manganés peroxidase (MnP) é uma enzima extracelular, glicosilada, de

massa molecular de 45-47 kDa e possui um grupo prostético heme. E dependente de

peréxido de hidrogénio e do ion Mn*? e a-cetoacidos como lactato sdo responsaveis
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por estabilizar sua atividade (ESPOSITO e DE AZEVEDO, 2004; KUHAD, 1997). Seu

ciclo catalitico pode ser observado na Figura 12.

Figura 12- Ciclo catalitico Peroxidase dependente do manganés (MnP)

[R-OCH]
H,0,

H,O [R-OH]

Fonte: Hofrichter (2002).

A enzima manganés peroxidase (MnP) oxida compostos fenodlicos e néo
fendlicos, convertendo Mn(ll) em Mn(lll). Uma das estratégias para potencializar a
capacidade de degradacdo da MnP é otimizar diferentes fatores de crescimento que
estimulam sua atividade enzimética (KHETI et al., 2023).

O ciclo catalitico da MnP comeca com a ligacdo do peréxido de hidrogénio
(H;0O,) ao ferro presente na enzima, formando um complexo ferro-peréxido. Em
seguida, a quebra da ligacdo oxigénio-oxigénio no perdxido requer a transferéncia de
dois elétrons do grupo heme, resultando em um complexo MnP com ferro no estado
Fe**, associado a uma estrutura orto-porfirina-radical. A ligacdo dioxigénica é rompida
de maneira heterolitica, liberando uma molécula de agua.

A reducao subsequente da enzima ocorre com a oxidagdo do manganés. O
ion Mn?*, previamente quelado, atua como doador de um elétron ao intermediario

porfirina, sendo oxidado para Mn3*. O processo continua com a oxidagao de outro
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Mn2* no sitio ativo da enzima e a liberac&o de outra molécula de agua (HOFRICHTER,
2002).

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste projeto foram realizados no Laboratério de Ecologia e
Processos Microbianos (LEPM) da Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ). A seguir, apresenta-se um resumo do procedimento experimental
adotado (Figura 13).

Figura 13- Fluxograma experimental

Crescimento em placa (teste de
inibigao 105-06 e 113-7)

Crescimento em placa

\

Daphinia

A - Manganés
Laccase Lignina Peroxidase &
Peroxidase

Fonte: Autoria propria

4.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Os fungos filamentosos utilizados neste experimento foram inicialmente
isolados do Parque Nacional de Itatiaia, localizado no municipio de ltatiaia, Rio de
Janeiro, e pertencente ao bioma Mata Atlantica, com localizacdo correspondente as
coordenadas 22°22'00"S 44°38'39"W. Os fungos foram selecionados e isolados do
local, sem contaminacao prévia, pelos alunos do Laboratério de Ecologia e Processos

Microbianos (LEPM) e foram utilizados em pesquisas anteriores ao presente trabalho.
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ApoOs a coleta, esses fungos foram preservados em agua estéril utilizando o
meétodo Castellani e armazenados na Colecéo de Culturas do laboratério da Escola
de Quimica da UFRJ.

As linhagens foram identificadas por Dos Santos (2018) e Do Nascimento
(2019) como sendo pertencentes aos géneros Penicillium (linhagens 105-01 e 113-07),
Trichoderma (linhagem 1S10-08) e Aspergillus (linhagem 105-06). A escolha dessas
linhagens fungicas baseou-se no seu potencial para degradar compostos aromaticos,
conforme evidenciado por estudos anteriores realizados pela equipe do laboratorio.

A ativacdo das linhagens fungicas foi realizada conforme a metodologia
descrita por Do Nascimento (2019), utilizando meio Agar Dextrose-Batata (PDA). Este
meio é composto por 200 g/L de batata picada, 5 g/L de glicose, 2 g/L de extrato de
levedura e 18 g/L de &gar, com o pH ajustado para 5,5. As culturas foram incubadas

em estufa a 28°C por um periodo de sete dias.

4.2 SELECAO DAS LINHAGENS FUNGICAS DEGRADADORAS DE CORANTES

Inicialmente, foi realizado um screening utilizando meio sélido de agar batata-
dextrose (BDA), pH 5,5, suplementado com o0s corantes téxteis Direct Yellow 27,
Reactive Black 5 e Alaranjado de Metila, nas concentrages de 50 e 100 ppm, em
sistemas separados e individualizados. Primeiramente as linhagens fangicas a serem
testadas foram ativadas em meio BDA por sete dias a 28°C. ApoOs esse periodo, a
inoculacdo das placas contendo meio BDA suplementado com o0s respectivos
corantes supracitados, foi realizada com auxilio de cotonetes esterilizados e
umedecidos com solucao glicerol 30%. Esses cotonetes foram usados para carimbar
as placas, na regido central, com esporos/hifas das linhagens flungicas.

As placas inoculadas com meio BDA e corantes foram incubadas em estufa a
28°C por 14 dias. As avaliagdes foram realizadas em dois momentos: aos sete dias e
aos 14 dias. Durante essas leituras, foram feitas medi¢des do tamanho da colbnia e
do halo de degradacéo, além da observacao de possiveis mudancas de tonalidade ou
descoloragcdao. Em ambos os momentos, foram registrados fotografias das culturas,
juntamente com 0s respectivos controles negativos, que consistiam em placas de
meio suplementado com corante sem inoculo microbiano. Todas as linhagens de

fungos foram testadas isoladamente para cada um dos trés corantes (GOMES e
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RIBEIRO, 2016).

A analise da descoloracédo promovida pelos fungos na etapa de screening foi
realizada de forma visual, comparando as placas inoculadas aos respectivos controles
negativos. A capacidade de descoloracdo dos fungos foi classificada em seis niveis:
(-) auséncia de degradacao do corante; (+) fraca degradacéo do corante; (++) média
degradacédo (transparéncia parcial); (+++) forte degradacdo do corante; (E)
escurecimento do meio sdlido; (T) transparéncia completa (meio retornou a sua
coloracgéo natural).

Essa classificagdo segue o trabalho de Gomes e Ribeiro (2016) com
adaptacoes de Dos Santos (2018), conforme ilustrado na Figura 13. Na Figura 14(A),
esta representada a escala para o corante Reactive Black 5; na Figura 14(B), a escala
para o Direct Yellow 27; e na Figura 14(C), a escala para o Alaranjado de Metila. Além
disso, foram medidos os tamanhos da colonia e do halo em centimetros, a fim de
acompanhar o crescimento dos fungos e verificar se apresentaram resisténcia ao

meio.

Figura 14- Escala ilustrativa para classificacdo dos niveis de descoloragéo

) +) (+4) () M

(-) (+) (++) (+++) (M)

(E) ) (+) (++) (++4) (M)

Fonte: Gomes e Ribeiro (2016) com adaptacdes
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4.3 CULTIVO SUBMERSO

Duas linhagens fungicas, a 105-06 e a 113-07, consideradas promissoras na
etapa de descoloracdo dos corantes em placa, foram selecionadas para a etapa de
cultivo submerso. Primeiramente as linhagens foram crescidas em meio BDA, pH 5,5
por sete dias a 28°C. Visando um possivel cultivo misto, as duas linhagens foram
crescidas no mesmo ambiente para avaliar o potencial de antibiose entre elas. Como
corantes avaliados na etapa de cultivo submerso, foram utilizados os corantes Direct
Yellow 27 e Reactive Black 5 em duas concentragdes diferentes: 50 e 100 ppm.

Seguindo a metodologia adaptada de Almeida (2018) para ensaios de
descoloracao de corantes em sistema submerso, foram utilizados frascos cénicos tipo
Erlenmeyers de capacidade de 500 mL, contendo 125 mL de caldo batata-dextrose,
pH 5,5 suplementado com o0s respectivos corantes téxteis nas concentracoes
mencionadas, de forma individual.

O caldo batata-dextrose foi suplementado com 0,5 mL/L de uma solu¢éo de
elementos tracos, que continha 1,0 g/L de CuSO4, 0,7 g/L de ZnS0Oa4, 2,5 g/L de FeSO4
e 0,8 g/L de MnSOa. Para avaliar a presenca de tragcos de amdnia no meio de cultivo
antes de adicionar os corantes, foi realizada a metodologia descrita por Do
Nascimento (2023), adaptada de De Araujo Batista, Feitosa e Da Silva (2019). Para a
montagem da curva de calibracdo, foi preparada uma solu¢cdo aquosa de NH4Cl
(0,0108 g em 200 mL de agua destilada).

A partir dessa solucédo “méae”, foram realizadas diluicbes em série, com as
seguintes concentracdes: 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM, 0,0625 mM, 0,0313
mM, 0,01563 mM, 0,0078 mM, 0,0039 mM e 0,0020 mM. Cada solucdo de NH4CI foi
suplementada com 1 mL de reagente de Nessler e visualmente comparada com o
branco (contendo somente agua destilada) e com a amostra do caldo batata-dextrose
sem corante. Em seguida, aliquotas de 1 mL de cada amostra foram analisadas
espectrofotometricamente a 425 nm e consequentemente quantificar a presenca de
NH4Cl no meio.

Apos esterilizacdo dos frascos em condi¢des de autoclavacéo e resfriamento
a temperatura ambiente, os Erlenmeyers foram inoculados com dois slots (0,5cm de

didmetro) contendo crescimento fangico (sete dias a 28°C) e os frascos entéo
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submetidos a incubacdo sob agitacdo orbital de 180 rpm por 14 dias a 28°C. Os
ensaios foram conduzidos em duplicata e como controle negativo foi utilizado um
Erlenmeyer contendo meio caldo-dextrose com corante e sem inoculo. Aliquotas de
3,0 mL foram retiradas dos controles no dia 0, e aliquotas de 6,0 mL foram retiradas
dos frascos inoculados com as linhagens de fungos apo6s 5, 10 e 14 dias. As aliquotas
foram entdo centrifugadas a 2.900 rpm por 10 minutos e o sobrenadante obtido
armazenado para ensaios analiticos posteriores.

O ensaio de cultivo submerso foi dividido em duas bateladas, com o objetivo
de avaliar a capacidade de descoloracdo de corantes téxteis em concentracfes
diferentes (50 ppm e 100 ppm) pelas linhagens fungicas pre-selecionadas. Em cada
batelada, foram testadas trés configuracdes de cultivo: (1) um consércio formado
pelas duas linhagens fungicas que apresentaram os melhores resultados no screening
de descoloracédo; (2) cultivo individual da linhagem 105-06; (3) cultivo individual da
linhagem 113-07. Cada uma dessas configuracdes foi realizada em duplicata para
garantir a reprodutibilidade dos resultados e comparada com um controle sem a
presenca de fungos, contendo apenas o meio de cultura suplementado com corantes

nas concentra¢cdes mencionadas.

4.4 DETERMINACAO DA DESCOLORACAO DO CORANTE

A porcentagem de descoloragdo dos corantes foi determinada com base na
reducédo do pico de absorbancia no comprimento de onda maximo correspondente a
cada corante, conforme descrito por Oliveira et al. (2010). As medi¢bes foram
realizadas utilizando um espectrofotdometro Shimadzu UV-1800, com analise espectral
dos comprimentos de onda entre 200 e 700 nm, conduzida pelo software UVProbe. A

eficiéncia de descoloracéo foi calculada de acordo com a Equacéo 1:

valor de absorbincia da amostra

% d [ aop = 1—( ) 00
% descoloragao valor de absorbancia do controle * 1)

A descoloracéo foi considerada alta para valores superiores a 80%, média

para valores entre 50% e 80%, e baixa quando inferior a 50%.
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4.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

Foram realizados ensaios analiticos espectrofotométricos para detectar a
presenca das atividades enzimaticas de Lacase, Lignina Peroxidase e Manganés
Peroxidase nos sobrenadantes obtidos a partir do cultivo submerso.

A determinacéo da atividade de Lacase foi realizada seguindo a metodologia
de Dos Santos (2022). Em cubeta de 1,0 mL foram adicionadas 10,0 pL do
sobrenadante, 600,0 pL de solucdo ABTS (0,4 mM) e 380,0 pL de tampao Citrato (0,15
mM, pH 4,5 e temperatura a 25°C). O sistema reacional foi analisado diretamente no
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 420 nm e a alteracdo da absorvancia
anotada ao longo de 5 minutos ou até que o mesmo valor se repita por 5 vezes,
indicando estabilidade da reacéo.

A determinacé&o da atividade de Ligninina Peroxidase foi realizada seguindo a
metodologia de Roushdy (2011). Em cubeta de 1,0 mL foram adicionados 0,2 mL de
sobrenadante, 0,2 mL de solugdo H202 (20 mM), 0,2 mL de &lcool veratrilico (4 mM)
e 0,4 mL de tampédo Tartarato (pH 3,0, 9.300 mM cm?), O sistema reacional foi
analisado diretamente no espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 310 nm e a
alteracdo da absorvancia anotada ao longo de 5 minutos ou até que o mesmo valor
se repita por 5 vezes, indicando estabilidade da reacéo.

A determinacgéo da atividade de Manganés Peroxidase foi realizada seguindo
a metodologia de Do Nascimento (2023). Em cubeta de 1,0 mL foram adicionados
0,05 mL de solucdo H202 em tampé&o de Succinato (20 mM e pH 4,5), 0,1 ml de lactato
de sdédio, 0,2 mL de solucdo Albumina, 0,5 mL de sobrenadante, 0,1 mL de solucéo
vermelho de fenol, 0,04 mL de solugédo NaOH (6,5 M) e 0,05 mL de solugdo MnSO4
(2mM), analisados a 610 nm ap6s 5 minutos com todos 0s componentes exceto o0

NaOH, ap6s os 5 minutos colocado o NaOH e registrado o tempo zero.

4.6 TESTE DE FITOTOXICIDADE EM Lactuca sativa E Phaseolus vulgaris

Para a realizacéo do teste de toxicidade com Alface (Lactuca sativa), sachés
contendo sementes livres de agrotoxicos, da marca KORIN® (validade
Setembro/2024) foram utilizados. Os ensaios foram realizados conforme metodologia
descrita por Sobrero e Ronco (2004), com adaptacdo de Almeida (2018). Foram



64

realizados os ensaios de fitotoxicidade apenas para o0s sobrenadantes das
fermentacdes mistas (linhagens fungicas 105-06 e 113-07).

Dez sementes de Lactuca sativa foram dispostas igualmente espacadas em
placas de Petri de 9,0cm de diametro contendo papel filtro qualitativo embebido em
4,0ml de cada amostra liquida a ser analisada. Os ensaios foram realizados em
duplicata e placas contendo agua destilada foram consideradas como controle
negativo. Apos a montagem do sistema em placas, essas foram fechadas com filme
plastico para manter a umidade e incubadas no escuro a 28°C por 10 dias. Ao final do
tempo de incubacdo, foram analisados o0s seguintes parametros: (i) taxa de
germinacao (TG), que representa a percentagem de sementes germinadas em
relagdo ao numero total de sementes, e (ii) crescimento vegetal (CV), que corresponde

ao comprimento da radicula + hipocétilo (Figura 15).

Figura 15- Esquema de crescimento do vegetal

—— Hipocétilo

— Radicula

Fonte: Autoria propria

Para os ensaios de fitotoxicidade com sementes de feijao (Phaseolus vulgaris
L.), utilizou-se sementes organicas da marca Mae Terra®, seguindo a metodologia de
Tiquia et al. (1996) com adaptagdes. Inicialmente, as sementes foram desinfetadas
em uma solucdo de hipoclorito de sodio a 1,0% e enxaguadas com agua destilada
esteéril. As sementes foram entéo dispostas em placas de Petri preparadas com papel
filtro embebido em 5,0 mL do sobrenadante das fermentacdes. Em cada placa, foram
colocadas 10 sementes de forma equidistante sobre o papel umedecido. Foram

também preparadas placas de controle: uma com 5,0 mL de solucdo de corante sem
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crescimento fungico (controle positivo) e outra com 5,0 mL de agua destilada apenas

(controle negativo). Foram realizados o0s ensaios de fitotoxicidade para feijdo

(Phaseolus vulgaris L.) com os sobrenadantes das fermentacdes mistas e individuais
das linhagens fungicas 105-06 e 113-07. Todos os ensaios foram realizados em

duplicata, a temperatura ambiente (+/- 28°C) por sete dias. Apds esse periodo, trés

aspectos foram avaliados: percentual de germinacdo das sementes, percentual de

crescimento da raiz e o indice de germinagéo.
O esquema de preparo das placas para teste de fitotoxicidade tanto com

sementes de alface quanto de feijdo pode ser observado na Figura 16.

Figura 16- Esquema do teste com Lactuca sativa e Phaseolus vulgaris
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Fonte: Autoria propria

4.7 TESTE DE CITOTOXICIDADE EM Daphnia similis

Os ensaios de ecotoxicidade utilizando o organismo-teste Daphnia

similis foram realizados pelo LABTOX - Laboratério de Analise Ambiental Ltda.,
seguindo a metodologia descrita na norma ABNT-NBR 12.713:2022 — Ecotoxicologia
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aquatica - Toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia spp. (Ordem:
Cladocera, Classe: Branchiopoda, Filo: Arthropoda) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2022). O preparo das amostras seguiu a norma ABNT-NBR

15.469:2021 — Ecotoxicologia - Coleta, preservacao e preparo de amostras.

O ensaio ecotoxicologico agudo avaliou o efeito das amostras na mobilidade
dos organismos, com os resultados expressos como CE(1)50;48h (concentracao inicial
que afeta a mobilidade de 50% dos organismos em 48 horas). O célculo dos
resultados foi realizado pelo método de Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al.,
1977). As amostras enviadas para analise consistiam em solucdes refrigeradas
contendo os corantes Reactive Black 5 e Direct Yellow 27 a 100 ppm, tanto em
controle quanto apés tratamento com o fungo 113-07. Segundo a norma, a solucdo
teste foi diluida em concentracdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg.L™. Para cada
diluicdo, foram testados 20 organismos, que permaneceram expostos as amostras por
48 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem de imobilidade dos
organismos.

O ensaio de ecotoxicidade foi conduzido em laboratério, seguindo o protocolo
estabelecido. O teste foi realizado em 15 frascos, cada um com um volume
aproximado de 50 mL. Primeiramente, foi feita a diluicio com NaCl e a substancia de
referéncia, em 4 réplicas e 6 concentracdes, utilizando tubos de vidro tipo Falcon. Os
organismos foram aclimatados em camara com temperatura controlada entre 18 e
22°C. No dia anterior a aclimatacdo, os organismos foram limpos, os filhotes
removidos, e somente as fémeas adultas foram mantidas. Durante o ensaio, 0s
organismos foram alimentados com alga verde uma vez ao dia, mas nao foram
realimentados durante o teste. Foram utilizados 20 organismos por concentragdo, com
4 réplicas para cada teste. O cultivo dos organismos foi realizado com fotoperiodo de
16 horas de luz e 8 horas de escuriddo, enquanto o ensaio propriamente dito foi

conduzido totalmente na auséncia de luz.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE QUALITATIVA DA BIODESCOLORACAO DOS CORANTES EM
PLACA
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Todas as linhagens dos fungos avaliados no presente trabalho apresentaram
crescimento micelial apés 7 e 14 dias em todas as concentracdes testadas dos
corantes avaliados, conforme indicado na Tabela 1, sugerindo uma tolerancia das
linhagens fungicas. Foi possivel observar que a linhagem 1S10-08 apresentou um
crescimento rapido na presenca de todos os corantes avaliados, ocupando toda a
superficie do meio de cultivo na placa, sugerindo uma possivel tolerancia aos corantes

testados.

Tabela 1- Determinacéo do crescimento das linhagens flingicas (cm) nos corantes Direct Yellow,

Alaranjado de Metila e Reactive Black 5, nas concentra¢des de 50 ppm e 100 ppm, ao fimnde 7 e 14

dias
50 ppm 100 ppm
Linhagens Direct Reactive  Alaranjado de Direct Reactive  Alaranjado de
de Yellow 27 Black 5 metila Yellow 27 Black 5 metila

Fungos 7d 14d 7d 14d 7d 14d 7d 14d 7d 14d 7d 14 d

105-01 34 48 22 52 2,3 5,4 36 45 35 6,6 3,3 4,7

113-07 41 75 385 90 3,6 5,9 47 83 37 90 3,45 6,4

IS10-08 90 90 90 90 9,0 9,0 90 90 90 90 9,0 9,0

105-06 90 90 26 6.2 2,4 6,4 245 64 33 59 2,45 6,4

Fonte: Autoria propria

No Quadro 7, sdo apresentados os resultados de descoloragédo dos corantes
em placas nas concentracdes de 50 e 100 ppm. Observou-se que os fungos 105-06 e
13-07 tiveram o0s melhores desempenhos nos corantes amarelo e preto,
especialmente na concentracdo de 100 ppm, onde ocorreu a formacao de halos de
descoloracao. As placas inoculadas com a linhagem 113-07 foram classificadas como
de descoloracdo média para os corantes amarelo e preto, enquanto as placas com o
fungo 105-06 exibiram descoloragcdo meéedia a forte para o corante amarelo. Na
concentracdo de 50 ppm, a descoloracdo ndo foi tdo evidente visualmente,
possivelmente devido & baixa concentracéo de corante. No caso do corante amarelo,
a percepcao foi ainda mais dificil, possivelmente devido a leve coloracdo amarelada
do meio de cultura batata utilizado. Foi também observado que a linhagem 105-06
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adsorveu o corante, conforme indicado pela mudanca de coloragéo do fungo entre os
dias 7 e 14. Gomes e Ribeiro (2016) relataram resultados semelhantes para a
linhagem 105-06 em relacdo a adsorcao do corante Reactive Black 5, embora em uma
concentragéo de 200 ppm.

Quadro 7- descoloragéo de corantes a 50 e 100 ppm

50 ppm 100 ppm
Direct
H Yellow | Reactive | Alaranjado Direct Reactive | Alaranjado
Linhagens Adsoc;u;c? do 27 Black 5 de metila Yellow 27 Black 5 de metila
de Fungos Coragnte'7
' 14
7d| d |7d|14d | 7d 14d | 7d | 14d | 7d |14d| 7d 14d
105-01 NAO O H [ EH ] ED) ] ) O | O] ® &) ED ) )
113-07 NAO HIHH]EH 6@ [ED]ED) ) D] () )
1S10-08 NAO OO [H] G| 6 1O 6 ®H]® 06 )
105-06 SIM OO |G| & | )| ) (ED)| ) ) )] () )

(-) auséncia de descoloragéo do corante; (+) fraca descoloragéo do corante; (++) média descoloracéo
transparéncia; (+++) forte descolora¢éo do corante;

Fonte: Autoria propria

A linhagem 105-06 foi capaz de promover uma descoloracdo média do corante
alaranjado de metila apenas na concentracdo de 50 ppm ao final de 14 dias de
incubacao, sugerindo que, possivelmente, essa linhagem fangica consegue utilizar o
azocorante presente no meio como fonte de carbono quando em concentracao baixa
(ASSEM, 2017). Contudo, na concentracédo de 100 ppm nao foi possivel a observacéao
do efeito de descoloracdo do meio para essa linhagem. Embora as demais linhagens
fungicas também tenham apresentado crescimento na presenca desse corante em
diferentes concentracdes, ndo foi possivel observar um efeito de descoloragéo, o que
pode ser correlacionado com a impossibilidade dessas linhagens em utilizar esse
corante como fonte de carbono e consequentemente promover a sua descoloragéo
nas condic¢des avaliadas.

UDDANDARAO e PIET N.L. (2022), ao utilizarem nanobiohibridos ZnS-Che e
ZnS-Bio obtidos do fungo filamentoso Aspergillus niger na auséncia de luz UV-A para

a degradacéo do alaranjado de metila, ndo obtiveram resultados promissores nas
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concentracbes de 50 mg/L, 100 mg/L e 200 mg/L. Durante os experimentos,
observaram gue nao houve reducéo significativa na concentracéo do corante apds o
4° dia. A porcentagem de remogao e a capacidade de adsorcao registraram valores
nulos, indicando auséncia de adsor¢cdo de superficie em uma dosagem de
nanobiohibridos ZnS de 0,5 x 10° mol e pH 4.

Em contrapartida, os mesmos autores relataram uma degradacéo de 97,5% e
98% na presenca de luz UV-A, evidenciando a influéncia positiva da radiagdo UV-A
no processo de degradagédo. A utilizagdo adicional de luz UV-A no tratamento pode,
portanto, ser uma alternativa eficaz para melhorar o processo de descoloracdo do
alaranjado de metila. Os sistemas hibridos inorganico-biolégicos apresentam grande
potencial, pois combinam a eficiéncia de captacao de luz de materiais inorganicos com
as vias biossintéticas de células vivas, prometendo uma plataforma sustentavel e
eficiente para sintese bioquimica (Guo et al., 2018; Ding et al., 2019).

Por outro lado, Yucel (2018), ao investigar os parametros que afetam a
remocdo do alaranjado de metila pelo fungo patogénico Fusarium acuminatum,
concluiu que este fungo atinge maxima eficiéncia de descoloracdo em condic¢des de
pH 4 e temperatura de 35°C. Em suas analises, foi observada uma alta porcentagem
de descoloracdo de 60 mg/L do corante em um curto periodo, além de uma ampla
faixa de tolerancia as variacdes de temperatura, pH e concentra¢ao inicial do corante.
Diferentemente dos experimentos conduzidos com os fungos filamentosos
selecionados no presente estudo, que na maioria das vezes nao evidenciaram
degradacao visivel do corante, Assem (2017) reportou a formacdo de halos de
descoloracao ao utilizar o fungo Pleurotus ostreatus florida em trés diferentes meios
contendo o corante na concentracdo de 0,01% (m/v). Em meio liquido, Huy et al.
(2020) descreveram uma degradacdo superior a 95% do alaranjado de metila
utilizando o fungo Fusarium oxysporum, evidenciando a variabilidade de eficiéncia
entre diferentes espécies e condicbes experimentais.

Com base nos resultados de degradacdo dos corantes em placa, foram
selecionados para a proxima etapa de ensaios as duas linhagens de fungo,
consideradas as mais promissoras, 105-06 e 113-07. Essa selecao foi fundamentada
na intensidade da descoloracéo observada. Os ensaios de cultivo submerso foram
realizados utilizando os corantes Direct Yellow 27 e Reactive Black 5, avaliando o

desempenho dos fungos tanto isoladamente quanto em consoércio.
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Para viabilizar o uso em consorcio, foi previamente realizado um teste de
inibicdo em placa, a fim de verificar se os fungos apresentavam algum nivel de inibicdo
mutua. Essa etapa foi essencial para assegurar que os fungos poderiam coexistir e
atuar sinergicamente na descoloragéo dos corantes sem comprometer o desempenho

um do outro, como descrito a seguir.

5.2 CRESCIMENTO EM PLACA TESTE DE INIBICAO

Para avaliar o efeito antagdnico das duas linhagens fangicas pre-selecionadas
para os estudos de cultivo submerso, foram realizados crescimentos individualizados
e em conjunto na mesma placa. Na Figura 17 podem ser observados as linhagens

105-06 e 113-07 crescidas separadamente ao fim de sete dias a 28°C.

Figura 17-Crescimento das linhagens de fungos em BDA apos sete dias a 28°C

Fonte: Autoria propria

Na Figura 18, observa-se o crescimento conjunto das duas linhagens de
fungos, permitindo verificar se eles apresentariam algum tipo de inibicdo mutua, uma
consideracdo importante para o uso em processos fermentativos em consorcio. A
imagem indica que ambos os fungos conseguem coexistir sem interferéncia relevante
no crescimento um do outro, sugerindo auséncia de efeito antagbnico. Dessa forma,
0 uso dos fungos em consoércio para o sistema fermentativo mostrou-se promissor,

potencialmente favorecendo a eficacia do processo de descoloragao.
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Figura 18- Evidéncia do crescimento conjunto das linhagens 105-06 e 113-07 em meio BDA apés

incubacéo a 28°C / sete dias

Fonte: Autoria prépria

5.3 DESCOLORACAO DOS CORANTES EM MEIO SUBMERSO

5.3.1 Espectro de absorcéo dos corantes

Para a analise da descoloracao dos corantes, foi utilizado a base determinada
por Almeida (2018), que identificou os comprimentos de onda de maxima absor¢éo
para os corantes Reactive Black 5 (RB-5) e Direct Yellow 27(DY-27) , nas faixas de
597 nm e 393 nm, respectivamente. Com base nesses valores, foi possivel definir uma
faixa de 500 a 700 nm para as medi¢cOes no espectrofotometro, utilizando o programa
UVProbe com amostras de RB-5, e obtivemos um comprimento de onda de 600 nm,
em concordancia com o observado por Almeida (2018). Em seguida, foi gerada uma
curva padrdo com cinco concentracdes distintas, evidenciando a relacdo entre
absorbancia e concentracdo do corante no comprimento de onda maximo. A
linearidade observada entre esses parametros, indicada por coeficientes de
determinacdo (R?) superiores a 0,9, confirma a adequacdo dos dados a Lei de
Lambert-Beer (ALMEIDA, 2018). A curva padrdo obtida para o corante RB-5 esta

apresentada na Figura 19, evidenciando essa relacao.

Figura 19- Curva Padréo Reactive Black 5
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Ja para determinar o intervalo de valores de comprimento de onda para o
corante DY-27 foi seguido 0 mesmo procedimento descrito acima, sendo obtido o valor
méximo de 397 nm, que também esta em concordancia com o observado por Almeida

(2018). A curva padréo para o corante DY-27 pode ser observada na Figura 20.

Figura 20- Curva Padréo Direct Yellow 27
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Fonte: Autoria propria
5.3.2 Avaliagéo da descoloracéo dos corantes

A seguir serdo apresentados os resultados tanto de forma qualitativa em que
se observou visualmente a descoloragdo dos meios com corante a partir do processo

fermentativo, quanto quantitativamente através dos dados obtidos na analise
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espectrofotométrica. Os resultados descritos abaixo estdo organizados por corante.
5.3.2.1 Ensaios utilizando Reactive Black 5 (RB-5)

Nos resultados obtidos para o corante RB-5 na concentracdo de 50 ppm,
conforme ilustrado na Figura 21, observa-se que o fungo 113-07 obteve grande
potencial para descoloracéo desde o primeiro dia de experimento. Nos dias 5 e 10, 0
percentual de descoloracéo foi superior a 80%, com uma leve queda observada no
14° dia. O consorcio de fungos apresentou uma descoloracdo média e estavel ao
longo de todos os dias de medicdo, enquanto o fungo 105-06 mostrou 0 menor
percentual de bio descoloragdo, sendo classificado como médio nos dias 5 e 10 e
baixo no 14° dia. Os melhores resultados de descoloracao foram obtidos com o fungo

113-07 nos dias 5 e 10, com percentuais de descoloracdo de 80,6% e 80,3%,

respectivamente.

Figura 21- Avaliacdo do Percentual de Descoloracdo do corante RB-5 na concentragédo de 50 ppm

RB5- 50 ppm =105-06
100% 113-07
90% = 105-06+113-07
S 80% = = .
=)
oS 70%
AT
S 60%
S 50%
o
S 40%
[
0 30%
20%
10%
0%
5 dias 10 dias 14 dias

Fonte: Autoria propria

Na analise da descoloracdo do corante RB-5 a 100 ppm, conforme indicado
na Figura 22, observa-se que nenhum fungo alcangcou um nivel de bio descoloracéo
elevado (acima de 80%) ao longo dos 14 dias de experimento. No entanto, o fungo
113-07 continuou a apresentar o melhor desempenho, sendo o Unico a superar 60%

de descoloracao no 14° dia. Vale ressaltar que o consorcio de fungos apresentou sua



74

melhor taxa de biodescoloracdo no 5° dia. Por outro lado, a linhagem do fungo 105-06
evidenciou baixa eficiéncia na descoloracdo do corante, chegando a apresentar um
percentual negativo no 5° dia, o que pode indicar interferéncias ou processos de
reabsorcdo do corante pelo proprio sistema. Os maiores percentuais de descoloracao
foram obtidos pela linhagem do fungo 113-07 nos dias 10 e 14, com taxas de 58,8% e
63,2%, respectivamente.

Os resultados esperados para este experimento indicavam um aumento
progressivo da porcentagem de descoloracdo ao longo do tempo, seguido de uma
estabilizacdo. Entretanto, observou-se uma queda na descoloracédo no 5° dia para a
linhagem do fungo 105-06. O percentual negativo de descoloracdo representa,
fisicamente, um aumento na coloragéao do sobrenadante. N&o foi identificada producéo
de pigmentos por esse fungo em meio solido em placa; portanto, € muito provavel que
esse aumento na coloracdo do sobrenadante esteja exclusivamente associado ao
corante previamente presente no meio (GOMES e RIBEIRO, 2016).

Figura 22- Avaliacdo do Percentual de Descoloracdo do corante RB5 a 100 ppm

RB5- 100 ppm

100%
90%
80%
70%
60% I I
50%
40% I
30%
20%
10% i
0% i

5 dias 10 dias 14 dias

| |05-06
113-07
W |05-06 + 113-07

Descoloragdo (%)

Fonte: Autoria propria

Assim, infere-se que, nesse intervalo de cinco dias, a remocéo inicial do
corante ocorreu, em parte, por mecanismos de adsor¢do, observados também no
teste em placa, onde a adsorcéo pelo fungo foi evidente. No entanto, apds o 5° dia,
essa porc¢ao de corante adsorvida parece ter sido liberada de volta ao meio, resultando
em um aumento na coloracdo. Posteriormente, o fungo foi capaz de contribuir de

maneira modesta para a bio descoloragdo do corante. Esse mesmo fenémeno foi
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relatado por Gomes e Ribeiro (2018) com a linhagem do fungo 105-01 (Paecilomyces
sp.).

Diversas pesquisas corroboram os resultados obtidos no presente trabalho,
indicando a eficacia de fungos na descoloracdo do corante Reactive Black 5 (RB5).
Em um estudo de descoloracdo do RB5 nas concentracdes de 50 e 100 ppm utilizando
o fungo Phanerochaete chrysosporium, Almeida (2018) relatou percentuais mais
expressivos de degradacéo na concentracao de 100 ppm, diferentemente do presente
estudo, que apresentou maior eficiéncia de descoloracdo em 50 ppm, alcangando
90% de remocdo a 100 ppm no 10° dia. Thao et al. (2023) também obtiveram
resultados promissores na degradacdo de RB5 a 100 mg/L utilizando o fungo
Fusarium oxysporum HUIB02, atingindo um méaximo de 89,86% de remocao do
corante no 15° dia de cultivo.

Os resultados do presente trabalho foram superiores aos relatados por Do
Nascimento (2019), que avaliou a biodegradacédo de RB5 nas mesmas concentracdes
utilizando a linhagem Aspergillus sp.. Nesse caso, 0s percentuais de biodegradacao
nao ultrapassaram 26,54% a 50 ppm e 62,8% a 100 ppm em 10 dias.

O bom desempenho de linhagens de Penicillium também foi confirmado no
trabalho de Saroj et al. (2014), que utilizaram o fungo Penicillium oxalicum SAR-3 na
biodegradacao de corantes azo (Acid Red 183, Direct Blue 15 e Direct Red 75) na
concentracdo de 100 mg/L. Nessa pesquisa, a cepa apresentou niveis de degradacao
elevados (95-100%) para quase todos os corantes, em 120 horas, sob condi¢cdes de
30°C e pH 7,0.

Esses estudos reforcam a eficiéncia de fungos filamentosos na degradacao
de corantes azo e destacam o potencial biotecnolégico de diferentes linhagens
fungicas para o tratamento de efluentes industriais.

As Figuras 23 e 24, apresentadas a seguir, ilustram a evolu¢do da
descoloracao dos meios de cultura ao longo dos 14 dias de cultivo, nas concentracdes
de 50 ppm e 100 ppm, respectivamente. Esses graficos permitem observar as
variagdes na remocao do corante ao longo do tempo, evidenciando o desempenho do
processo de descoloracao em diferentes concentragdes.

Na avaliacdo qualitativa da descoloragdo em meio liquido, em ambas as
concentracdes, observa-se que a linhagem do fungo 113-07 apresentou o melhor

desempenho na descoloracdo, conforme corroborado pelas analises quantitativas
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realizadas em espectrofotdmetro. A linhagem do fungo 113-07 (Figura 25) mostrou-se
mais eficiente na formacéo de biomassa durante o processo de descoloracdo, quando
comparado a linhagem do fungo 105-06 (Figura 26), resultando em um meio mais
limpido em relagdo ao ultimo. Além disso, a linhagem do fungo 113-07 também
apresentou tendéncia a crescer nas paredes da vidraria, indicando um comportamento
caracteristico que pode influenciar a remocéo do corante. O consércio de fungos
exibiu um perfil de crescimento que combinou as caracteristicas individuais dos dois
fungos, conforme esperado, refletindo a contribuicdo sinérgica de ambos no processo

de descoloracao.

Figura 23- Descoloracéo do Reactive Black a 50 ppm em (A) cinco dias (B) 10 dias e (C) 14 dias
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Fonte: Autoria propria

Figura 24- Descoloracéo do Reactive Black a 100 ppm em (A) cinco dias (B) 10 dias e (C) 14 dias
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De acordo com Almeida (2018), a alta concentracéo de biomassa, decorrente
do elevado crescimento fungico, sugere que o corante ndo exerceu efeito toxico
relevante sobre o fungo.

O presente estudo corrobora os achados de Almeida (2018), destacando que
as maiores taxas de descoloracdo foram observadas nos Erlenmeyers onde o
crescimento flngico ocorreu na forma de pequenas esferas. Essa morfologia
proporcionou uma maior superficie de contato entre as hifas e o corante, favorecendo
uma remocao de cor mais eficiente. Portanto, a morfologia do crescimento fangico
desempenhou um papel crucial no processo de descoloragédo, evidenciando sua

relevancia no sucesso do tratamento.



78

Figura 25- Fungo 113-07 em processo de cultivo submerso no 14° dia a 100 ppm

Fonte: Autoria propria

Figura 26- Fungo 105-06 em processo de cultivo submerso no 14° dia a 100 ppm
~{i,""“\ E » ’_ -_ R

Fonte: Autoria propria

A auséncia de biomassa em formato de pequenas esferas no caso do fungo
105-06, em comparacdo com o 113-07, pode estar associada tanto as caracteristicas
intrinsecas do proprio fungo quanto as condigbes de agitacdo aplicadas no shaker.
Conforme destacado por Pizato (2013), diferentes velocidades de agitacdo do meio
podem influenciar significativamente a morfologia fungica. Em condi¢Oes de agitacao
mais elevada, observou-se a formacgao de pellets menores e mais finos, enquanto
rotacées mais baixas resultaram em pellets maiores e mais densos. Essa variacao na
forma da biomassa impacta diretamente a area de superficie de contato entre o fungo

e 0 corante, 0 que, por sua vez, afeta a eficiéncia do processo de remocao de cor da
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solucéo. Portanto, as condi¢cdes de agitacdo desempenham um papel determinante
na morfologia fungica e na eficacia da descoloracado, indicando que ajustes na
velocidade de agitacdo podem ser uma estratégia importante para otimizar os
resultados.

5.3.2.2 Ensaios utilizando Direct Yellow

Os resultados obtidos para a descoloracdo do corante Direct Yellow 27 na
concentracdo de 50 ppm indicam variacdo no desempenho dos fungos. Duas
medicdes revelaram alta descoloracao, com valores acima de 60%: no 5° dia, o fungo
113-07 alcancou 60,4% de descoloracdo, enquanto o consorcio de fungos atingiu
63,6% no 10° dia (Figura 27).

A média dos resultados de biodescoloragéo obtidos pelo consorcio fungico na
concentracdo de 50 ppm (41,16%) foi similar aos valores relatados por Almeida
(2018), que alcancou uma média de aproximadamente 41% na descoloracdo do
corante DY27 utilizando o fungo P. chrysosporium sob as mesmas condi¢cdes de
concentracdo e em um periodo de 10 dias de cultivo. Esses resultados enfatizam que
o consorcio fungico apresenta desempenho comparavel ao de sistemas baseados em
fungos individuais, como o P. chrysosporium, reforcando sua viabilidade como
estratégia para o tratamento de efluentes contendo corantes.

O fungo 105-06 manteve um desempenho similar ao observado nos ensaios
com o corante Reactive Black 5 a 100 ppm, apresentando baixa eficiéncia em todos
os dias de medicdo (5, 10 e 14 dias) e ndo se mostrando promissor para a
descoloragao do corante amarelo na concentragéo de 50 ppm.

Resultados com comportamento de adsor¢do semelhantes foram encontrados
por Gomes e Ribeiro (2016) ao testar a bio descoloracdo de DY27 com o fungo do
género Paecilomyces, na presenca e auséncia de Tween 80, um surfactante para
influenciar na biodescoloracdo, em que a percentagem de descoloracdo na presenca
de Tween 80 apresentou valores negativos e na auséncia de Tween 80 a porcentagem
de descoloracao néo foi superior a 8% em 14 dias. A Figura 27 ilustra a descoloragéo

do corante Direct Yellow 27 a 50 ppm.
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Figura 27- Avaliacdo do Percentual de Descoloracdo do corante Direct Yellow 27 a 50 ppm
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Fonte: Autoria propria

A concentracdo de 100 ppm, o desempenho de descoloracdo dos corantes
pelos fungos foi inferior ao observado em 50 ppm, como era esperado. Esse menor
desempenho pode ser atribuido principalmente ao aumento da concentracdo de
corante no meio, 0 que possivelmente dificultou a agdo dos fungos. Nenhuma das
medicdes realizadas ao longo dos dias avaliados apresentou altos indices de
descoloracdo (acima de 60%), prevalecendo, em geral, resultados de descoloracdo
média (acima de 50%), conforme mostrado na Figura 28. Os maiores percentuais de
descoloracao foram alcancados pelo fungo 113-07 nos dias 5 e 14, com valores de

57,4% e 48,0%, respectivamente.
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Figura 28- Avaliacdo do Percentual de Descoloracdo do corante Direct Yellow 27 a 100 ppm
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Fonte: Autoria propria

A maior porcentagem de bio descolora¢do obtida no presente estudo, 57,4%
a 100 ppm, foi semelhante aos resultados reportados por Almeida (2018), que
alcancou 53% de descoloracdo no 10° dia de cultivo. No entanto, o fungo 113-07
utilizado neste trabalho apresentou um padréo de crescimento microbiano diferente,
com a fase de estabilizagcdo ocorrendo entre o 5° e 0 10° dia, enquanto no estudo de
Almeida (2018), o microrganismo ainda estava na fase de crescimento exponencial
no 10° dia.

Apesar dos resultados promissores, os valores de bio descoloracdo obtidos
neste estudo foram inferiores aos reportados por Byberg e Cobb (2012). Esses autores
investigaram a biodescoloracdo do corante DY27 utilizando um reator de fotocatélise
com TiO, imobilizado e atingiram 91,7% de descoloracdo em uma concentracao inicial
de 25 ppm.

As Figuras 29 e 30 ilustram a evolucdo da descoloracao dos meios durante

os 14 dias de cultivo para as concentracdes de 50 ppm e 100 ppm, respectivamente.
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Figura 29- Descoloragéo do Direct Yellow 27 a 50 ppm em (A) cinco dias (B) 10 dias e (C) 14 dias

Fonte: Autoria propria

Figura 30- Descoloragdo do Direct Yellow 27 a 100 ppm em (A) cinco dias (B) 10 dias e (C) 14 dias

Fonte: Autoria propria
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Na Figura 31, observa-se que o fungo 105-06 ndo apresentou resultados
promissores para a descoloracédo do corante Direct Yellow. Houve uma fase inicial de
adsorcao do corante, seguida pela liberagéo do corante de volta ao meio, indicando
uma baixa eficiéncia no processo de descoloracdo. Em contraste, o fungo 113-07
(Figura 32) e o0 consorcio de fungos (Figura 33) mostraram resultados
significativamente mais eficazes, com percentuais de descoloracdo semelhantes aos
obtidos com o corante Reactive Black 5 a 100 ppm, ao longo dos 14 dias de

experimento.

Figura 31- Fungo 105-06 em processo de cultivo submerso no 14° dia a 100 ppm

Fonte: Autoria propria

Figura 32- Fungo 113-07 em processo de cultivo submerso no 14° dia a 100 ppm

Fonte: Autoria propria
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Figura 33- Consércio de fungos em processo de cultivo submerso no 14° dia a 100 ppm

Fonte: Autoria propria

5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA
5.4.1 Lacase

5.4.1.1 Ensaios utilizando Reactive Black 5

Conforme ilustrado na Figura 34, apenas a linhagem do fungo 113-07, na
concentracédo de 50 ppm de corante Reactive Black 5, produziu lacase ao longo dos
14 dias de cultivo, com pico de producdo no 5° dia, seguido por uma queda nos dias
subsequentes. A linhagem do fungo 105-06, por sua vez, apresentou producdo de
lacase somente no 14° dia, enquanto o consorcio de fungos produziu lacase
exclusivamente no 5° dia de cultivo.

Na concentracdo de 100 ppm de corante, apenas o consorcio de fungos
apresentou producdo de lacase, restrita ao 10° dia de cultivo. Esses resultados
sugerem que a concentragao de corante influenciou a producao de lacase durante o
processo fermentativo, sendo que a maior concentracdo de corante (100 ppm)

contribuiu para a redugéo na producao da enzima.
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Figura 34- Atividade enzimatica da lacase no corante Reactive Black 5 ao longo de 14 dias de cultivo

submerso para as concentragfes de 50 e 100 ppm
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Fonte: Autoria propria

Enayatzamir et al. (2009), ao quantificarem a atividade de lacase em meio
contendo o corante Reactive Black 5, encontraram valores maximos entre 1000 e 1200
U/L na concentracdo de 60 ppm, proxima a concentracdo de 50 ppm utilizada neste
estudo. No estudo de Enayatzamir et al., 0 pico de atividade enziméatica foi observado
entre os dias 7 e 13, enquanto neste experimento, a atividade maxima ocorreu no 5°
dia. Nos demais dias, a atividade enzimatica permaneceu abaixo de 600 U/L, assim
como nos resultados obtidos neste experimento. Contudo, no trabalho de Enayatzamir
et al. (2009), o percentual de degradacéo do corante foi diretamente correlacionado
ao pico de producéo de lacase, o que nao foi observado no presente estudo. Essa
diferenca sugere que a lacase pode ndo desempenhar um papel relevante no
processo de descoloragcdo do corante neste experimento, indicando que outros
mecanismos ou enzimas podem estar envolvidos no processo de biodescoloracéo do
Reactive Black 5.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram-se superiores aos
reportados por Santello (2023), que alcancou resultados maximos aproximados de
250 U L™ no 3° dia de medicao da atividade enzimatica da lacase (Lac) utilizando o

fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. para a biodescoloracdo do
corante RB5.
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Além disso, estudos sobre a aplicacédo de lacases comerciais ha descoloracao
de corantes téxteis também estédo disponiveis na literatura. Por exemplo, Fontes et al.
(2021) investigaram a utilizacdo de lacase comercial (Sigma) proveniente do fungo
basidiomiceto Trametes versicolor na descoloracdo do corante téxtil Reactive Blue.
Os autores obtiveram resultados promissores, com uma taxa de descoloracdo

superior a 60%.

5.4.1.2 Ensaios utilizando Direct Yellow 27

No caso do corante Direct Yellow 27, observou-se uma producdo mais
elevada de lacase em comparacdo com o meio contendo o corante Reactive Black 5,
embora o comportamento de producao tenha sido semelhante. A linhagem do fungo
113-07 foi, novamente, o Unico a produzir a enzima de forma consistente ao longo dos
14 dias de cultivo. A principal diferenca, contudo, foi que a linhagem do fungo 105-06
apresentou producédo de lacase no 10° dia, com uma quantidade superior a produzida
pela linhagem do fungo 113-07, mas ndo houve producéo detectavel nos outros dias
de cultivo (Figura 35).

Esses resultados indicam que o tipo de corante pode influenciar a atividade
enziméatica, especialmente no caso da linhagem do fungo 105-06, que indicou uma
resposta especifica ao Direct Yellow 27 com um pico isolado de producédo de lacase.
O consorcio de fungos apresentou producdo da enzima apenas no 10° dia de cultivo
e em baixa quantidade.

De acordo com Baldrian (2006), as lacases fungicas geralmente exibem
atividade 6tima em pH &cido, pois ndo apenas a taxa de oxidacao € afetada, mas
também os produtos da rea¢do podem variar com o pH. Esse comportamento ocorre
porque o pH influencia as reacfes abidticas dos radicais primarios gerados pela acao
da lacase. Além disso, a estabilidade dessas enzimas é maior em pH acido
(LEONOWICZ, A.; EDGEHILL, R. U.; BOLLAG, J.-M, 1984).
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Figura 35- Atividade enzimatica da Lacase no corante Direct Yellow 27 as concentracfes de 50 e 100

ppm em 14 dias de cultivo submerso
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Pramanik e Chaudhuri (2018) investigaram a producao de lacase em cinco
meios diferentes, onde todos resultaram em produgcéo da enzima. Em particular, o
macrofungo Podoscypha elegans obteve maxima producdo de lacase em pH 6,5,
embora atividade significativa tenha sido registrada em uma faixa de pH entre 5,5 e
7,5. Nas condi¢des 6timas testadas—meio HNHC suplementado com &cido vanilico
(0,6 mM), pH 6,5, incubacdo a 30 = 2 °C e 50 rpm—os autores aplicaram a lacase
para descoloracdo do corante Direct Yellow 27 em concentracdes de 0,5%, 1,0% e
1,5%, obtendo degradacdes entre 35% e 65%.

Apesar da escolha de um pH em faixa ligeiramente acida (5,5) no presente
estudo, a atividade enzimética da lacase ndo apresentou estabilidade e néo foi
detectada em todos os dias de cultivo. Esses resultados sugerem que, embora o pH
acido seja favoravel para a producao de lacase, outros fatores, como a composicao
do meio e as condi¢cdes especificas de cultivo, podem ter limitado a producédo e

estabilidade da enzima ao longo do periodo experimental.

5.4.2 Lignina Peroxidase

As dosagens da enzima Lignina Peroxidase (LiP) resultaram baixa producéao,

observada apenas na concentracdo de 100 ppm, com variagdes na producdo e
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auséncia de estabilidade, sem destague para nenhum dos fungos ou para o consorcio
utilizado. Dessa forma, considera-se a producdo de LiP nas fermentacbes como
irriséria e ndo promissora sob as condicbes empregadas neste estudo.

Santello (2023), ao avaliar a atividade enzimética de Lacase (Lac), Manganés
Peroxidase (MnP) e Lignina Peroxidase (LiP) em amostras de biodescoloracédo de
diferentes corantes com o fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp.,
tanto na presenca quanto na auséncia de indutores, detectou atividade apenas para
as enzimas Lac e MnP. N&o foi observada atividade da LiP apds sete dias de
incubacédo sob condi¢cdes de 28 °C e 140 rpm. Saroj et al. (2014) também reportaram
uma atividade enzimatica insignificante de LiP ao investigar a producao de Lac, MnP
e LiP por trés diferentes cepas fungicas utilizadas na descoloracéo de corantes azo.
Esses resultados sao corroborados por outros estudos que associam a baixa atividade
de LiP as caracteristicas da linhagem flngica, as condicGes de cultivo e ao tipo de
substrato utilizado (Wesemberg et al., 2003; Levin et al., 2012; An et al., 2021).

Santana (2022), ao analisar a atividade de Lac, MnP e LiP em seis diferentes
linhagens fungicas (Perenniporia centrali-africana, Pleurotus djamor, Schizophyllum
commune, Trametes lactinea e Trametes villosa), detectou atividade enzimatica de
LiP apenas na linhagem Perenniporia centrali-africana. Esses resultados reforgam a
influéncia das condicdes de cultivo, linhagem e substrato na expressao de LiP, além
de destacar os desafios de sua obtencdo em quantidades significativas.

5.4.3 Manganés peroxidade

5.4.3.1 Ensaios utilizando Reactive Black 5

Na Figura 36, observa-se a producdo da enzima manganés peroxidase nas
concentragdes de 50 e 100 ppm do corante Reactive Black 5 ao longo dos 14 dias de
cultivo. A enzima foi produzida em quantidades significativas tanto pelos fungos

isoladamente quanto pelo consorcio.

Em especial, as fermentagdes com concentracédo de 100 ppm apresentaram
uma atividade enzimatica mais elevada nos dias 5, 10 e 14, com uma queda
observada no 10° dia seguida de um aumento no 14° dia. No 14° dia, a linhagem do
fungo 113-07 destacou-se com a maior producdo de manganés peroxidase. Esses
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resultados sugerem que a concentracao mais elevada de corante (100 ppm) estimulou
a producédo enzimatica de forma mais consistente ao longo dos dias, possivelmente

indicando uma resposta adaptativa dos fungos ao corante.

Figura 36- Atividade enzimatica da Manganés Peroxidase no corante Reactive Black 5 as

concentracdes de 50 e 100 ppm em 14 dias de cultivo submerso
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Yang et al. (2005), ao quantificarem a producédo de manganés peroxidase na
presenca de RB5, encontraram valores maximos de 1.555,0 U/L as 24 horas, em uma
concentracdo de 200 ppm, com um decréscimo subsequente para valores entre 700,0
e 800,0 U/L entre 24 e 72 horas. Esses dados sugerem que a concentragao do corante
pode ser um fator critico no desempenho enziméatico, pois, no presente estudo, a
atividade de manganés peroxidase foi consideravelmente elevada em concentracdes
mais baixas, de 50 e 100 ppm. Yang et al. (2005) também observaram gque a presenca
do corante no meio era essencial para a producdo significativa de manganés
peroxidase, ja que, sem o corante, a atividade enziméatica foi muito baixa ao longo do

cultivo.

No entanto, embora tenha havido uma atividade consideravel de manganés
peroxidase, os resultados de producdo enzimatica ndo corresponderam diretamente
aos graficos de descoloracdo do corante, em que os melhores resultados foram

observados com a concentragcao mais baixa de corante (50 ppm). No entanto, a maior
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producdo enzimatica no 14° dia com 100 ppm coincide com o0s picos de
biodescoloracdo nesse periodo, o que reforca as conclusfes de Yang et al. de que a
presenca do corante é essencial para a atividade enzimatica. Além disso, os dados
do presente estudo sugerem que a quantidade de corante também pode influenciar
de forma determinante a producdo e estabilidade da enzima durante a

biodescoloracéo.

5.4.3.2 Ensaios utilizando Direct Yellow 27

Na Figura 37, observa-se a atividade enzimatica da manganés peroxidase em
meio com o corante Direct Yellow 27, nas concentracdes de 50 e 100 ppm. A producéo
da enzima foi significativa ao longo dos 14 dias de cultivo em ambas as concentragdes,
embora inferior a producdo observada em meio com o corante Reactive Black 5.
Destaca-se a producao da enzima pelo fungo 105-06 no 5° dia de cultivo, embora tenha
ocorrido um declinio na producao nos dias subsequentes.

De maneira semelhante ao que foi observado nas fermentagcbes com o
corante Reactive Black 5, as maiores atividades enzimaticas de producdo de
manganés peroxidase ocorreram no 14° dia de cultivo, tanto pelos fungos isolados
guanto pelo consorcio, especialmente na concentracao de 100 ppm. Esses resultados
sugerem que, apesar de uma producdo enzimatica ligeiramente menor em
comparacao ao corante Reactive Black 5, a concentracdo de 100 ppm de Direct Yellow
27 foi capaz de induzir uma resposta enzimatica relevante, especialmente no final do

periodo de cultivo.
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Figura 37- Atividade enzimatica da Manganés Peroxidase no corante Direct Yellow 27 as

concentrac6es de 50 e 100 ppm em 14 dias de cultivo submerso
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Diferentemente do estudo de Pramanik e Chaudhuri (2018), que ao dosarem
Lacase e Manganés Peroxidase em 5 diferentes meios e avaliarem a descoloracao
de corantes observaram uma producédo consideravelmente maior de Lacase em
comparacdo a Manganés Peroxidase com o macrofungo Podoscypha elegans, os
resultados do presente estudo mostraram que a producdo de Manganés Peroxidase
foi substancialmente maior quando comparada a producéo de Lacase.

Um fator importante que pode ter influenciado o melhor desempenho na
producdo de manganés peroxidase, e consequentemente na descoloracdo do
corante, é a quantidade de glicose no meio de cultivo. Yang et al. (2005) observaram
gue a producédo de Lacase e a degradacdo do corante foram mais eficazes em meio
com 5,0 g/L de glicose, concentracdo que também foi utilizada no presente estudo.
Esse fato sugere que a presenca de glicose pode ter favorecido a producéo
enzimatica, principalmente de manganés peroxidase, o que pode ter contribuido para

o melhor desempenho na descoloragéo dos corantes analisados.

5.5 ENSAIOS DE FITOTOXICIDADE

Os ensaios de fitotoxicidade para Lactuca sativa (alface) foram realizados

exclusivamente com as amostras provenientes do consoércio fungico, devido a
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guantidade limitada de sementes disponiveis nos sachés adquiridos. Ja os ensaios
realizados com Phaseolus vulgaris (feijdo) englobaram as amostras dos tratamentos
com os fungos 105-06, 113-07 e o consorcio fungico. Os resultados obtidos para os
dois tipos de vegetais estdo organizados e apresentados separadamente por corante

e tipo de vegetal, conforme detalhado a seguir.

5.5.1 Ensaios utilizando Reactive Black

5.5.1.1 Lactuca sativa (Alface)

Na Figura 38, observa-se a Taxa de Germinacéao (TG) das sementes de alface
em porcentagem, comparando as amostras tratadas com o consércio de fungos aos
respectivos controles para o corante Reactive Black 5. Nota-se que, em ambas as
concentracOes testadas (50 e 100 ppm), o percentual de germinacdo das sementes
foi maior nas amostras com o consércio de fungos em relacdo aos meios contendo
apenas o corante sem tratamento. Em especial, na concentragédo de 50 ppm, a taxa
de germinacdo nas amostras tratadas igualou-se ao controle com agua destilada, o
que evidencia que o tratamento com o consorcio de fungos reduz a toxicidade do
corante para o alface. Esses resultados reforcam a eficacia do consorcio de fungos
como uma abordagem para minimizar os efeitos toxicos de corantes no meio,
favorecendo um ambiente mais seguro para a germinacao e o desenvolvimento das

plantas.
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Figura 38- Taxa de Germinacao do alface em amostras contaminadas com Reactive Black 5
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Com relacéo ao crescimento vegetativo, os resultados mostraram variacéao de
aproximadamente 2 cm. Esses dados de crescimento vegetativo estdo em
consonancia com os resultados da taxa de germinagdo, onde o crescimento das
plantas foi superior nas amostras tratadas em comparagdo com as nao tratadas.
Observou-se também que, nos ensaios com o meio tratado, o crescimento das plantas
ultrapassou o crescimento observado no controle com agua destilada. Isso indica que
nem o corante nem o consaorcio de fungos foram impeditivos para o desenvolvimento
das plantas (Figura 39).

Almeida (2018) obteve resultados bastante promissores utilizando o fungo
Phanerochaete chrysosporium no tratamento do corante Reactive Black 5, nas
concentracdes de 50 e 100 ppm, com a alface como indicador de toxicidade. Em seu
estudo, as amostras tratadas também apresentaram maior germinacao e crescimento

guando comparadas ao meio sem tratamento.
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Figura 39- Crescimento vegetativo do alface em amostras contaminadas com Reactive Black 5
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Os resultados obtidos no presente estudo estéo alinhados com os de Andrade
(2020), que, ao tratarem o corante Vermelho Congo — que possui estrutura quimica
semelhante a do Reactive Black 5 — com Aspergillus sp. na concentracdo de 50 ppm,
também observou um crescimento vegetativo superior nas amostras tratadas, em
comparacao ao controle e ao meio sem tratamento, com a alface como indicador de

toxicidade.

5.5.1.2 Phaseolus vulgaris (Feijao)

A Figura 40 apresenta a taxa de germinacdo das sementes de feijdo sob
diferentes tratamentos e concentracdes de corantes, com seus respectivos controles.
Na concentracdo de 50 ppm, apenas o tratamento com o consércio de fungos resultou
em uma taxa de germinacéo superior a do meio sem tratamento. Ja na concentracéo
de 100 ppm, nenhum dos tratamentos superou a taxa de germinacdo do meio sem
tratamento. Esses resultados sugerem que tanto a concentracdo do corante quanto a
presenca do consorcio de fungos desempenham papéis importantes na germinacao

das sementes. Conclui-se, portanto, que a interacéo entre o nivel de contaminacéo do
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corante e a acdo dos fungos é crucial, impactando significativamente o processo

germinativo.

Figura 40 - Taxa de Germinacao do feijdo em amostras contaminadas com Reactive Black 5
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A Figura 41 ilustra o crescimento vegetativo em centimetros. Observou-se que
os feijdes tratados com as amostras do fungo 105-06 apresentaram o0 menor
crescimento em comparagdo com 0s outros tratamentos. Por outro lado, as amostras
tratadas com o consorcio fungico evidenciaram o maior crescimento, superando tanto
a amostra sem tratamento quanto a amostra com apenas 0 corante, especialmente

na concentragdo de 100 ppm.
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Figura 41- Crescimento vegetativo do feijdo em amostras contaminadas com Reactive Black 5
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No estudo de Andrade (2020), ao tratar o corante Vermelho Congo com as
enzimas HRP e lacase derivadas de Aspergillus sp., foi obtido um crescimento médio
superior nas amostras tratadas com HRP a 50 ppm, superando tanto o controle quanto
a amostra sem tratamento. Esse resultado difere dos tratamentos realizados no
presente estudo, onde, para a mesma concentracdo de corante, ndo foi observado
crescimento superior. Uma possivel explicacdo para a inibicdo no crescimento das
radiculas observada aqui pode estar relacionada a diferenca no volume das amostras:
enquanto Andrade utilizou 3 mL, neste estudo foram aplicados 5 mL, o que indica que
o volume proporcionalmente maior de amostra pode ter influenciado negativamente o
desenvolvimento.

Observa-se ainda que as amostras tratadas com a linhagem do fungo 105-06
apresentaram 0S menores percentuais de germinagdo e menor crescimento das
radiculas. Esse fungo mostrou também os menores percentuais de descoloracdo do
corante Reactive Black 5 nos ensaios de biodescoloracéo, o que levanta a hipotese
de que a inibicdo do crescimento e da germinacdo néo tenha sido causada apenas
pela toxicidade do corante, mas também pela interacdo desfavoravel com a linhagem

do fungo 105-06. Esses resultados sugerem que, além do volume e da concentracao
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do corante, a escolha do agente biolégico € crucial, pois pode potencialmente impactar
tanto o processo de descoloracdo quanto a bioatividade em sistemas de tratamento

de efluentes téxicos.

5.5.2 Ensaios utilizando Direct Yellow

5.5.2.1 Lactuca sativa (Alface)

Nas Figuras 41 e 42, séo apresentados os resultados da taxa de germinacao
e crescimento da Lactuca sativa (alface) nos corantes Direct Yellow 27 nas
concentracfes de 50 ppm e 100 ppm. Os dados indicam que, na concentracao de 50
ppm, a germinacao da alface no meio tratado foi equivalente a germinagéo do controle.
No entanto, a medida que a concentracdo de corante aumentou, especialmente na
presenca dos fungos, o percentual de germinacdo diminuiu, ficando abaixo do
observado no meio sem tratamento. Esse decréscimo pode ser atribuido ao aumento
da concentracéo do corante, combinado com a presenc¢a do consércio microbiano, o
gue eleva a toxicidade do meio e impacta negativamente a germinagéo do vegetal.
Em estudo realizado por Almeida (2018), também foi observada uma maior taxa de
germinacdo nas amostras tratadas com Phanerochaete chrysosporium contendo
DY27 a 50 ppm, comparado ao controle, mas uma das triplicatas do tratamento a 100
ppm apresentou um percentual de germina¢gdo menor do que o controle.

Assim como no presente estudo, Gomes e Ribeiro (2016) também
observaram uma taxa de germinacgao superior a 60% em seus experimentos com o
corante DY27 em amostras tratadas e testadas em Lactuca sativa (alface) na
concentracdo de 200 ppm. Almeida (2018) também identificou uma reducgdo na taxa
de germinacdo ao aumentar a concentracdo do corante Preto Biomax em seus
experimentos. Na concentracdo de 100 ppm, a taxa de germinacéo foi inferior a de 50
ppm, comportamento semelhante ao observado no presente estudo.

Ao avaliar o crescimento vegetativo, os resultados se apresentaram inversos
aos observados para a taxa de germinacdo. O crescimento em centimetros nas
amostras tratadas foi inferior ao do meio sem tratamento na concentracéo de 50 ppm,
indicando uma possivel interferéncia dos compostos gerados durante o tratamento na
fase inicial de desenvolvimento. Ja na concentracao de 100 ppm, o crescimento dos

vegetais no meio tratado superou o das amostras sem tratamento, sugerindo que, em
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concentracfes mais altas, o processo de descoloracdo promovido pelo tratamento
reduziu a toxicidade dos compostos, permitindo um ambiente mais favoravel ao
crescimento. Esses achados apontam para uma interagdo complexa entre a
concentracdo do corante, o tratamento aplicado e o desenvolvimento vegetal,

variando entre as fases de germinacao e crescimento vegetativo.

Figura 42- Taxa de germinacéo do feijdo em amostras contaminadas com Direct yellow 27
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Fonte: Autoria propria

Figura 43- Crescimento vegetativo do alface em amostras contaminadas com Direct yellow 27
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Almeida (2018) também relatou um percentual de germinacdo superior nas

amostras tratadas com Phanerochaete chrysosporium contendo Direct Yellow 27 em

comparacao ao controle sem tratamento a 50 ppm, embora uma das triplicatas a 100
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ppm apresentasse germinacao inferior ao controle. Em contraste, no presente estudo,
0 crescimento vegetativo nas amostras tratadas a 50 ppm foi inferior ao observado por
Almeida (2018), embora a extenséo do crescimento dos vegetais tenha sido maior em
termos absolutos. Estes resultados sugerem que o tratamento com o consorcio de
fungos a 50 ppm foi mais eficaz na descoloracdo do corante em relacdo ao tratamento
a 100 ppm, ndo resultando em compostos mais toxicos para a germinacdo das
sementes de alface. Entretanto, o efeito sobre o crescimento vegetativo indica que,
embora o consorcio tenha favorecido a germinacgdo inicial, pode ter produzido

metabdlitos que impactaram o desenvolvimento vegetativo subsequente.

5.5.2.2 Phaseolus vulgaris (Feijao)

Os meios tratados contendo o corante Direct Yellow 27 mostraram uma taxa
de germinacdo consideravel, com algumas diferencas entre as concentracdes
testadas. No tratamento a 50 ppm, apenas o consoércio de fungos apresentou uma
taxa de germinagéo ligeiramente inferior ao meio nao tratado, enquanto a 100 ppm
todos os tratamentos resultaram em taxas de germinacao abaixo daquela observada
para a amostra ndo tratada. Estes resultados indicam que a concentracdo do corante
exerce um efeito limitante sobre a germinacéo das sementes.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo em concordancia com os de
Gopinathan, Kanhere e Banerjee (2015), que utilizaram feijao mungo (Vigna radiata —
Fabaceae) para teste de toxicidade com amostras de verde malaquita tratadas com
Bacillus subtilis, Azotobacter chroococcum, Saccharomyces cerevisiae, Penicillium
roqueforti e Eisenia fetida. Nesse estudo, a taxa de germinacao do feijdo mungo nao
foi consideravelmente afetada em concentracdes inferiores a 100 ppm apdés 48 horas
de exposicéo.

A Figura 44 a seguir apresenta os valores observados das taxas de
germinacdo e crescimento do feijdo nos tratamentos com Direct Yellow nas
concentracdes de 50 e 100 ppm, permitindo uma comparacao visual do desempenho

entre os diferentes tratamentos.
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Figura 44- Taxa de Germinacao do feijdo em amostras contaminadas com Direct yellow 27
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Em relacdo ao crescimento vegetativo, observa-se que, nas placas com
amostras tratadas, o crescimento dos feijées foi significativamente inferior ao das
amostras sem tratamento em ambas as concentragdes de corante Direct Yellow 27.
Esse crescimento reduzido, comparado até mesmo aos resultados obtidos com o
corante Reactive Black 5, sugere que a limitacdo pode estar associada ndo apenas
ao tratamento aplicado, mas também a uma maior toxicidade intrinseca do proéprio
corante Direct Yellow 27. Além disso, nos ensaios de descoloragdo em cultivo
submerso, o corante Direct Yellow 27 apresentou menores percentuais de
descoloracdo em relacdo aos alcancados com o corante Reactive Black 5, reforcando
a hipétese de que a persisténcia e a toxicidade do Direct Yellow 27 impactam
diretamente no desenvolvimento das plantas. Esses resultados s&o ilustrados na
Figura 45, que compara a taxa de crescimento vegetativo dos feijoes sob as diferentes
condicdes experimentais.
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Figura 45- Crescimento vegetativo do feijdo em amostras contaminadas com Direct yellow 27
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Controle Sem tratamento 105-06 113-07 Consdroio Sem tratamento 105-06 113-07 Consdreio
H20 30 pom 50 ppm 50 ppm 50 ppm 100 ppm 100 ppm 100 ppm 100 ppm

Fonte: Autoria propria

5.6 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

Os ensaios de ecotoxicidade realizados com as amostras controle e os
tratamentos mais promissores (fungo 113-07 em amostras com Reactive Black 5 e
Direct Yellow 27) revelaram que, para ambos 0s corantes, as amostras controle
causaram 100% de imobilidade nos organismos expostos em todas as dilui¢des. Isso
indica que as amostras com corante sem tratamento se mostraram téxicas, mesmo
nas maiores diluicbes. Esse comportamento é similar ao observado por Vacchi et al.
(2016), que realizaram ensaios de ecotoxicidade agudos e crbnicos com o corante azo
Disperse Red 1, utilizando Daphnia similis como organismo-teste. O estudo constatou
que, a partir de uma concentragdo de 0,5 mg/L, o corante j4 causava 100% de

imobilidade nos organismos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Meireles et al. (2014), que
avaliaram os efeitos toxicos do corante azo Disperse Red 73. Seus ensaios com Danio
rerio (desenvolvimento embrionario e larval) e Daphnia similis (toxicidade aguda)
indicaram que o corante pode causar efeitos adversos aos organismos mesmo em
baixas concentractes, reforgcando a alta toxicidade dos corantes azo para organismos

aquaticos.
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5.6.1 Sobrenadante da Linhagem 113-07 em Reactive Black 5

Na Tabela 2, observam-se as diluicdes padrao e seus respectivos resultados.
Os dados mostram que tanto a diluicdo a 50 ppm quanto a 100 ppm resultaram em
100% de imobilidade dos organismos, o0 que indica que ambas as concentracdes de

amostras tratadas sdo toxicas para 0s organismos-testes.

Além disso, o resultado obtido para a concentracdo inicial que afeta a
mobilidade de 50% dos organismos em 48 horas (CE(1)50; 48h) foi 028,72 mg.L™.
Esse valor revela que, mesmo em concentracdes relativamente baixas, as amostras
tratadas jA apresentavam impactos consideraveis na mobilidade dos organismos,
refletindo a alta toxicidade das substancias presentes nos corantes e reforcando a
necessidade de estratégias de tratamento para mitigar seus efeitos ambientais.

Tabela 2- Resultados ensaio ecotoxicoldgico das amostras com o corante Reactive Black 5

Solugbes- teste Numero de organismos | NUmero de organismos Imobilidade (100%)
(mg.L?) moveis imoveis

Controle 20 0 0,0

6,25 20 0 0,0

12,5 20 0 0,0

25 14 6 30,0

50 0 20 100,0

100* 0 20 100,0

Fonte: Autoria Propria

Os resultados indicam que o tratamento foi eficaz em evitar a imobilidade dos
organismos até a concentracdo testada de 25 ppm. Esse achado é relevante,
considerando que a imobilidade em certos microcrustaceos, como Daphnia similis, é

um indicativo precoce que precede a letalidade (CETESB, 1990).

Trevizani (2015), ao tratar o corante Vermelho BR Azo-Reativo com 0z6nio,
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relatou letalidade total em Daphnia similis na concentracédo de 50 ppm, mesmo apés
alcancar mais de 90% de remocéo do corante. De maneira semelhante ao presente
estudo, isso indica que, apesar da eficiéncia do tratamento na descoloracédo das
amostras, as mesmas permaneceram toxicas para os organismos-teste. Esse fato
reforca que reduzir apenas a coloracdo de um efluente contaminado com corantes
téxteis ndo € suficiente, pois o efluente pode permanecer téxico, mesmo com
concentragdes reduzidas e visivelmente imperceptiveis do corante (Da Silva et al.,
2021).

Essa toxicidade residual pode ser atribuida a formacdo de subprodutos
gerados durante os processos de descoloracdo. Em tratamentos que envolvem
reacdes com radicais hidroxila, podem ocorrer reacdes de hidroxilacdo de anéis
benzénicos, os quais frequentemente apresentam baixa reatividade ao 0z0nio
molecular (Silva, 2008). De Luna (2012), ao utilizar o corante Reactive Black 5 em um
processo foto-Fenton, observou resultados semelhantes. Testando a toxicidade em
Daphnia similis, verificou que, ap6s o tratamento em concentracfes de até 60 ppm,

ocorreram a formacgéo de subprodutos com toxicidade superior a do corante original.

5.6.2 Amostras contendo Direct Yellow 27 tratadas por 113-07

Na Tabela 3, observa-se que, a concentracdo de 50 ppm, a amostra tratada
causou imobilidade em apenas 10% dos organismos. Entretanto, com o aumento da
concentracdo, o efeito de imobilidade tornou-se completo, afetando 100% dos

organismos.

O valor da concentracao efetiva inicial capaz de causar imobilidade em 50%
dos organismos apés 48 horas foi determinado como CE(1)50;48h: 65,98 mg.L™t. Em
comparacao com a amostra tratada contendo o corante Reactive Black 5, a amostra
contendo o corante Direct Yellow 27 apresentou menor toxicidade, uma vez que foi
necessaria uma concentracdo aproximadamente duas vezes maior para atingir o

mesmo efeito de imobilidade em 50% dos organismos-teste.
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Tabela 3- Resultados ensaio ecotoxicoldgico das amostras com o corante Direct Yellow 27

Solucges- teste Namero de Numero de N
. . . L Imobilidade (100%)
(mg.LY) organismos moéveis organismos imoéveis
Controle 20 0 0,0
6,25 20 0 0,0
12,5 20 0 0,0
25 20 0 0,0
50 18 2 10,0
100* 0 20 100,0

Fonte: Autoria Propria

Nos resultados obtidos para as amostras controle (sem tratamento), todas as
diluicdes foram letais para 100% dos organismos testados. Esses achados reforcam
a importancia do tratamento, que apresentam uma reducdo consideravel da
toxicidade, prevenindo a imobilidade dos organismos nas concentracdes testadas até
50 ppm.

Franciscon et al. (2015) relataram resultados promissores ao utilizar o
consorcio bacteriano VN-MLKS para biodegradacdo do corante azo comercial
Disperse Red 1 em um reator anaerdbio-aerdbio de dois estagios, em escala piloto.
Nesse estudo, os metabdlitos gerados apos a degradagdo apresentaram toxicidade
significativamente reduzida, sendo 125 vezes menos toxicos para Daphnia similis em

comparacao ao corante original.

Da Silva et al. (2021) também obtiveram resultados positivos ao investigarem
a descoloragéo do corante Direct Orange 2GL e a ecotoxicidade para Daphnia similis.

Nesse trabalho, o uso de ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa
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como agentes de adsor¢cao mostrou-se eficaz. Os resultados ideais foram alcancados
com a aplicacdo de 1,25 mg mL™ de ramnolipideo, reduzindo significativamente a
toxicidade da solucdo corante. A taxa de mortalidade foi reduzida para 26% na
concentragéo inicial de 100 uyg mL™* de corante antes da adsor¢ao, em comparacédo a

concentragcdo pos-adsorgao de 25.603 ug mL™.

Uma opcdo de poOs tratamento complementar por processos oxidativos
avancados a ser considerada seria o foto-feton. De Luna (2012) observou em seus
tratamentos com amostras do corante azo Acid Orange 7 a 5, 10 e 30 minutos, que
ap6s 30 minutos de tratamento tanto a diluicdo a 30 ppm quanto a amostra sem
diluicdo a 60 ppm apresentaram reducdo da imobilidade progressiva, atingindo 100%

de organismos maoveis em 30 minutos.

6 CONCLUSCN)ENS E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS
6.1. CONCLUSOES

e Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

e A linhagem fungica 113-07 apresentou elevado potencial para a
biodescoloracdo dos corantes Reactive Black 5 e Direct Yellow 27, destacando-

se pela descoloracao eficiente do corante Reactive Black 5.

e Nenhuma das linhagens testadas foi eficaz na descoloracdo do corante
Alaranjado de Metila em nenhuma das concentragdes analisadas, indicando
gue, nas condi¢cbes experimentais, a biodescoloracdo desse corante € inviavel.

e Os tratamentos com a linhagem 113-07 resultaram em baixa toxicidade nos
ensaios ecotoxicoldgicos, sendo menos impactantes para a germinacdo e o

crescimento radicular das plantas.

e O extrato fermentativo do consorcio fungico indicou toxicidade reduzida,
apresentando efeitos semelhantes aos observados nos controles com agua

destilada e nas amostras de corante nao tratado.

e Em contrapartida, a linhagem 105-06 exibiu baixa capacidade de

biodescoloracéo e gerou tratamentos com maior toxicidade.

e Apesar dos resultados positivos obtidos com o consércio fungico, estes néao
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foram significativamente superiores aos observados nas linhagens isoladas.
Isso sugere que, nas condi¢cdes experimentais analisadas, o0 uso combinado

das linhagens ndo promoveu um efeito sinérgico relevante.

e Entre as enzimas avaliadas, a Manganés Peroxidase apresentou a maior
atividade enzimética, com destaque para a linhagem 113-07, que enfatizou
maior estabilidade na producao dessa enzima.

e A Lignina Peroxidase n&o apresentou atividade significativa, enquanto a
Lacase mostrou atividade limitada.

e A maior atividade de Manganés Peroxidase foi observada em concentracdes
elevadas de corante (100 ppm), sugerindo uma relacdo direta entre a

concentracdo de corante e a ativagdo enzimatica.

¢ No tratamento do corante Direct Yellow 27 pela linhagem 113-07, observou-se
baixa ecotoxicidade ao organismo Daphnia similis, com niveis aceitaveis de até

10% de imobilidade dos organismos na concentragao de 50 ppm.

6.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

e Podem ser realizados outros trabalhos utilizando o corante alaranjado de metila
em concentracdes inferiores a 50 ppm e submetido a diferentes linhagens

fungicas.

e Consorcios entre bactérias e o fungo de linhagem 113-07 podem ser estudados.
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