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RESUMO

A utilizacdo intensiva de corantes pela industria téxtil resulta na producédo de
grandes volumes de efluentes contaminados e coloridos. O despejo inadequado
destes poluentes em corpos hidricos afeta a penetracdo da luz na &agua,
prejudicando a atividade fotossintética e, consequentemente, todo o ambiente
aquatico. Além disso, muitos corantes utilizados pela industria téxtil sao
considerados toxicos, mutagénicos e carcinogénicos, causando riscos a saude
humana. Tratamentos fisico-quimicos tradicionais possuem um custo operacional
elevado, o que torna a busca por tratamentos biolégicos, com menor custo e
gerando menos residuos, uma alternativa desejavel. Alguns fungos sao capazes de
realizar a descoloracido de efluentes contaminados com corantes téxteis através de
mecanismos de adsorgédo ou biodegradagao através de agao enzimatica. O género
Curvularia € um fungo ascomiceto cujo potencial biotecnoldgico ja foi explorado para
inibicdo de patdégenos, producdo de compostos como fenol oxidases e descoloragéo
de corantes da industria téxtil. Os isolados de C. lunata LGMF987, LGMF996 e
LGMF997 foram testados quanto a capacidade de descorar os corantes azoicos da
familia Remazol Amarelo Reativo 107 (RY107), Azul Reativo 220 (RB220) e
Vermelho Reativo 198 (RR198). Em um periodo de incubagéo de 5 dias a 28°C e
150 rpm no escuro em uma mistura de meio de sais contendo 0,1 g/L de corante, o
isolado LGMF996 foi capaz de descorar 87% do corante RB220, sugerindo uma
capacidade de utilizar o proprio corante como fonte de nutrientes. Ainda, a
descoloracao foi testada na presenca de diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
porém ndo houve uma melhora significativa na taxa de descoloragdo. O
pré-tratamento da biomassa micelial, utilizando HCI 0,1M, NaOH 0,1M ou 1M, ndo
resultou em melhora na eficiéncia do processo de remocédo de cor. A linhagem
LGMF996 se mostrou capaz de descorar 75% do corante em apenas 24h de
incubacao, superando a taxa de 85% apds o quarto dia. Em um sistema de
descoloragcao sequencial, C. lunata LGMF996 manteve uma capacidade de
descoloragcdo acima de 60% durante cinco ciclos de 24h. Entretanto, o produto
descorado do corante RB220 apresentou a mesma toxicidade do corante, apds
teste de fitotoxicidade utilizando Phaseolus vulgaris. Desta forma, foi possivel
identificar o potencial descolorante de C. lunata LGMF996, porém para a
implementagdo deste processo em escala industrial, ainda sera necessaria a
inclusdo de uma etapa para eliminacdo dos compostos toxicos existentes no
efluente.

Palavras-chave: biodegradacao, corantes, Curvularia, descoloragao.



ABSTRACT

The intensive use of dyes by the textile industry results in the production of large
volumes of contaminated and colored effluents. The inadequate disposal of these
pollutants in water bodies affects the penetration of light into the water, damaging the
photosynthetic activity and, consequently, the entire aquatic environment. Besides,
many dyes used by the textile industry are considered toxic, mutagenic, and
carcinogenic, causing risks to human health. Traditional physical-chemical
treatments have a high operating cost, which searches for biological treatments, with
a lower cost and generating less waste, a desirable alternative. Some fungi are able
to carry out the discoloration of effluents contaminated with textile dyes through
mechanisms of adsorption or biodegradation through enzymatic action. The genus
Curvularia is an ascomycete fungus whose biotechnological potential has already
been explored for inhibition of pathogens, production of compounds such as phenol
oxidases and discoloration of dyes from the textile industry. The isolates of C. lunata
LGMF987, LGMF996, and LGMF997 were tested for the ability to decolorize the azo
dyes of the Remazol family Yellow Reactive 107 (RY107), Reactive Blue 220
(RB220) and Reactive Red 198 (RR198). In a five day incubation period at 28 ° C
and 150 rpm in the dark in a salt medium mixture containing 0.1 g/L of dye, C. lunata
LGMF996 was able to decolorize 87% of the RB220 dye, suggesting an ability to use
the dye itself as a source of nutrients. Also, discoloration was tested in the presence
of different carbon and nitrogen sources, but there was no significant improvement in
the discoloration rate. Pretreatment of the mycelial biomass using 0.1 M HCI, 0.1 M
or 1 M NaOH did not increase the efficiency of the color removal process. LGMF996
was able to decolorize 75% of the dye in only 24 h of incubation, surpassing the rate
of 85% after the fourth day. In a sequential discoloration system, C. lunata LGMF996
maintained a discoloration capacity above 60% during five cycles of 24 h. However,
the bleached product of the RB220 dye showed the same dye toxicity after
phytotoxicity testing using Phaseolus vulgaris. 1t was possible to identify the
bleaching potential of C. lunata LGMF996, but for the implementation of this process
in industrial scale, it will still be necessary to include a stage for the elimination of
toxic compounds in the effluent.

Keywords: biodegradation, dyes, Curvularia, discoloration
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1 INTRODUGAO

Os residuos de corantes utilizados, de forma intensiva, na industria téxtil sédo
abundantes em corpos hidricos, principalmente devido ao grande volume de
efluentes gerados pelo setor téxtil (KATHERESAN et al, 2018). Estima-se que a 10
a 15% dos corantes sintéticos utilizados na industria téxtil sejam perdidos durante o
processo de tingimento e de 2 a 20% sejam diretamente liberados em diferentes
componentes ambientais (YANTO; TACHIBANA, 2014). Segundo Solis e
colaboradores (2012), cerca de 280 mil toneladas de corantes téxteis sao liberados
em efluentes industriais ao redor do mundo a cada ano.

A biodegradacéao dos residuos € um processo de tratamento de efluentes de
alta eficiéncia e baixo custo operacional, visto que os organismos utilizados nesses
processos podem ser cultivados utilizando fontes de carbono e nitrogénio de
residuos da agroindustria (NIEBISCH et al., 2010).

Diversos microrganismos tém sido estudados na degradagao de xenobiontes
como corantes (AMIDA et al., 2005). Dentre estes, fungos endofiticos se
apresentam com uma vasta gama de aplicagbes biotecnologicas (FILLAT et al.,
2016), inclusive a descoloragao e degradacao de corantes (BULLA et al., 2017).

O género Curvularia (Pleosporaceae) € composto por mais de 130 espécies,
sendo que a maioria destas sao saprofitas ou patogénicas de plantas ou solo, com
algumas espécies sendo relacionadas a infecgdes em humanos e animais (CUNHA
et al., 2013). Pesquisas tém avaliado o potencial biotecnolégico do género como
inibidores de crescimento de patégenos (MONDOL et al., 2017) e produgao de fenol
oxidases, importantes na degradacao da lignina e compostos fendlicos téxicos
(SHARMA et al., 2016).

Assim, a hipotese deste trabalho é de que linhagens endofiticas do fungo
Curvularia lunata, obtidas de milho (Zea mays), apresentem potencial biotecnolégico

quanto a sua capacidade de descoloracédo de corantes utilizados pela industria téxtil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Corantes Organicos Sintéticos e a Industria Téxtil

Desde que o primeiro corante sintético foi reportado, em 1856, o uso destes
em industrias cresceu de forma significativa (RAI et al., 2005). Estima-se que mais
de 100.000 corantes sintéticos estejam disponiveis comercialmente com uma
produgdo anual estimada em 7 x 10° toneladas anuais (LIANG et al., 2014;
BRILLAS; MARTINEZ-HUITLE, 2015).

Corantes sintéticos sdo amplamente utilizados pelas industrias téxteis, de
papéis, cosméticos, farmacéutica e alimenticia (POPLI; PATEL, 2014;
FOROONTANFAR et al., 2016). O processo de tingimento da industria téxtil
consome grandes volumes de agua e resulta na introducédo de efluentes coloridos
contendo grandes quantidades de corantes, compostos orgéanicos e sais liberados
em diferentes corpos hidricos (NIEBISCH et al., 2014). Cerca de 10 a 15% dos
corantes sao liberados em efluentes durante o processo de coloragdo (YANTO;
TACHIBANA, 2014), sendo que no caso de corantes reativos, até 50% da
quantidade inicial podem ser perdidos (RAI et al., 2005).

Os corantes podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica ou
de acordo com o método pelo qual ele é fixado a fibra téxtil (GUARATINI; ZANONI,
2000; POPLI; PATEL, 2014). Em sua estrutura quimica, corantes possuem o grupo
cromoforo, responsavel pela coloragdo do corante, e 0 grupo auxocromo, que
podem doar ou retirar elétrons, causando ou intensificando a cor do grupamento
cromoforo (POPLI; PATEL, 2014). Os principais grupos de corantes classificados
pelo modo de fixacdo sdo: Reativos, Diretos, Azoicos, Acidos, & Cuba, de Enxofre,
Dispersivos, Pré-Metalizados e Branqueadores, sendo que a fixacdo do corante as
fibras téxteis é geralmente feita em solugéo aquosa, podendo envolver quatro tipos
de interagbes: ligagdes ibnicas, de hidrogénio, de Van der Waals e covalentes
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

Os corantes azdicos, caracterizados pela presenga de uma ou mais ligacoes
azo (R1-N=N-Rz2) ligando anéis aromaticos (Figura 1), sdo o grupo mais utilizado na

industria téxtil, correspondendo a mais de 60% de todos os corantes produzidos
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(POPLI; PATEL, 2014). Diferentes substituicbes no nucleo aromatico fazem com
que esse grupo tenha grande diversidade estrutural, resultando em compostos
xenobidticos e recalcitrantes, de coloragao intensa, alta solubilidade em agua e

resisténcia a degradacdo em condi¢oes naturais (KHAN et al., 2013).

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DE ALGUNS CORANTES AZOICOS, GRUPO AZO
DESTACADO

0 O
OH \‘.\SJ?
Ny Na* 0~ \©\ OH
N
O SO;Na NZ ‘
SO;Na  Laranja Acido 10 Laranja Acido 7 ‘

Vermelho Congo

NaO Preto Reativo 5

FONTE: Adaptado de Popli; Patel (2014)

O processo de tingimento pode ser dividido em trés etapas principais:
montagem, fixagdo e tratamento final (GUARATINI; ZANONI, 2000). A fixagao do
corante a fibra é resultado de diversas reacdes quimicas e normalmente ocorre em
diferentes etapas das fases de montagem e fixagdo. Ao final do processo de tintura,
0 excesso de corante € removido utilizando cerca de 100 litros de agua para cada
quilograma de material tingido (COUTO, 2009) e resultando em grandes efluentes
contaminados, com alta coloragdo e grande complexidade de compostos e
estruturas quimicas, podendo conter de 10 a 200 mg/L de corantes, e que sao
liberados diretamente em diferentes corpos d'agua ao redor do mundo
(GUARATINI; ZANONI, 2000; CHENGALROYEN,; DABBS, 2013;
POPLI; PATEL, 2014).
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O despejo inadequado de efluentes contaminados com corante, até mesmo
com baixas concentragdbes no caso de corantes azdicos, em ecossistemas
aquaticos resulta na alteragcado da cor de corpos hidricos, diminuindo a penetragao
da luz e afetando diretamente a atividade fotossintética, a concentracéo de oxigénio
dissolvido e a qualidade da agua (KHAN et al., 2013). Além disso, corantes azdicos
tem um impacto negativo na concentracdo de carbonos organicos totais, na
demanda bioldgica de oxigénio e na demanda quimica de oxigénio (SARATALE et
al., 2011). Ainda, muitos corantes sintéticos s&o considerados toxicos, mutagénicos
e carcinogénicos, resultando em riscos a saude humana (KHAN et al.,, 2013;
SARATALE et al., 2011). Estes riscos estao intrinsecamente relacionados ao modo
e ao tempo de exposicao (i.e. ingestao oral, sensibilizacdo da pele, sensibilizagao
das vias respiratérias) (GUARATINI; ZANONI, 2000), com efeitos croénicos sendo
associados com pessoas que trabalham com processamento téxtil (POPLI; PATEL,
2014). A ingestdo acidental de corantes azdicos resulta na redugdo bioquimica
destes pela microbiota gastrointestinal e na subsequente formacao de aminas que
agem como carcinogénicos e podem resultar na formagdo de tumores. Essas
aminas ainda podem ser reduzidas em ions de carbono e nitrogénio, podendo levar

a mutagao de acidos nucleicos e a formagao de tumores (POPLI; PATEL, 2014).

2.2 Legislagdes sobre emissao de efluentes

Com o objetivo de minimizar os possiveis efeitos negativos a saude e ao
ambiente devido a utilizagado de corantes organicos sintéticos e divulgar informacgdes
a respeito do uso (ETAD, 2016), em 1974 foi criada uma organizacao internacional,
a Ecological and Toxicological Association of Dyes and Organic Pigments
Manufacturers (ETAD). Os riscos toxicolégicos e ecoldgicos destas substancias
baseiam-se na avaliagdo quanto a grau de estrutura, solubilidade, possiveis
interacoes, rota metabdlica e avaliagdo da relagdo risco/custo/beneficio
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

No Brasil, de acordo com a Confederagdo Nacional da Industria (2012), a
industria téxtil esta sujeita a sete Leis e Resolugbes Federais relacionadas a
praticas ambientais (QUADRO 1)



15

QUADRO 1 - LEIS E RESOLUGOES FEDERAIS RELACIONADAS A PRATICAS AMBIENTAIS NA
INDUSTRIA TEXTIL

LEGISLACAO TEMA

Classificagao dos corpos de agua; condigdes e padrdes de

Resolugcéo Conama n°® 357/2005
langamentos de efluentes

Politica Nacional do Meio Ambiente, seus fins e

Lei Federal n° 6.938/1981 . ~ C
mecanismos de formulagao e aplicagdo

Implantagdo de taxas ligadas a Politica Nacional do Meio

H o
Lei Federal n° 10.165/2000 Ambiente

Resolugdo Conama n° 313/2002 Destino de residuos solidos industriais

Politica Nacional dos Recursos Hidricos e o Sistema de

Lei Federal n° 9.984/2000 .
Gerenciamento

Lei Federal n® 4.771/65 Cadigo Florestal

Licenciamento ambiental incorporado aos instrumentos de

Resolugao Conama n°® 237/1997 ~ .
gestao ambiental

FONTE: ADAPTADO DE CONFEDERAGAO NACIONAL DA INDUSTRIA; ASSOCIAGAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA TEXTIL E DE CONFECGAO (2012)

A descoloragao de efluentes ndo esta necessariamente ligada a diminuicao
da toxicidade, portanto, a avaliagdo da toxicidade aguda € de extrema importancia.
Testes de fitotoxicidade sdo comumente utilizados na literatura para verificar a
efetividade dos tratamentos biologicos de efluentes téxteis através de testes
utilizando organismos como Triticum aestivum, Phaseolus mungo e Sorghum
vulgare (AYED et al., 2010; KALYANI et al., 2008; SARATALE et al., 2010;
SARATALE et al., 2013; NOUREN et al., 2017).

2.3 Tratamento Bioldgicos de Efluentes Liquidos da Industria Téxtil

As imposi¢coes das legislagbes ambientais especificas, aliadas a grande
diversidade e complexidade dos efluentes da industria téxtil, ttm resultado em uma
busca por novas tecnologias, que sejam melhores e mais adequadas em questao de
custo, tempo e eficiéncia (RAO, 2005; KARIGAR, 2011; ALMEIDA et al., 2016).
Atualmente existem diversos processos fisico-quimicos tradicionais que podem ser
aplicados na descoloragao de corantes, como adsorg¢ao, coagulagao e floculagao,
oxidagao e ozonizagao (POPLI; PATEL, 2014; ARSLAN et al., 2016). A adsorgéo &
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um dos processos de tratamento mais eficientes no tratamento de efluentes
industriais devido a possibilidade de separar componentes quimicos dissolvidos e
nao dissolvidos (ARSLAN et al., 2016), geralmente utilizando carvdo ativado
(ALMEIDA et al., 2016), porém resulta apenas na transferéncia dos poluentes e nao
em sua degradacao, gerando um acumulo de lodo ativado com grande quantidade
de material adsorvido, o qual deve ser regenerado para que possa ser utilizado
(SARATALE et al., 2011; POPLI; PATEL, 2014). Entre os processos quimicos, a
oxidagao pode ser utilizada no tratamento da agua contendo corantes, por possuir
elevado potencial para degradar, seja parcialmente ou totalmente, essas moléculas
(ALMEIDA et al., 2016), porém, processos quimicos em geral sdo ndo seletivos
(POPLI; PATEL, 2014). Além disso, processos de tratamento tradicionais costumam
envolver custos elevados, tendo seu uso restrito em escalas operacionais (KHAN et
al., 2013).

Processos de tratamento biolégicos apresentam diversas vantagens em
relacdo a processos fisicos ou quimicos (NARESH et al., 2013). Através de sua
aplicagéo, é possivel que ocorra a biodegradacao dos corantes em CO, e H,O, uma
producao significativamente menor de lodo, além de requerer menor utilizacdo de
reagentes (NARESH et al., 2013; POPLI; PATEL, 2014).

Diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de isolar e selecionar
microrganismos com capacidade de descoloracdo e degradacdo de diferentes
corantes sintéticos e outros compostos recalcitrantes, como bactérias
(SHYAMALA et al, 2014; CHEN et al, 2016; KUMAR et al, 2017,
SARIOGLU et al., 2017) leveduras (AKSU; DONMEZ, 2003) e fungos
basidiomicetos (ABADULLA, 2000; KAMIDA, 2005; MACHADO, 2006;
NIEBISCH et al., 2010; NIEBISCH et al., 2014; BULLA et al., 2017) e ascomicetos
(HAO et al.,, 2007; JIN et al., 2007; BRUSCATO, 2011; MIRANDA et al., 2013;
ZHENG et al., 2013; BENGHAZI, 2014; KABBOUT; TAHA, 2014; YANTO,
TACHIBANA, 2014; NEOH et al., 2015; FILLAT et al., 2016; BULLA et al., 2017;
MARZALL-PEREIRA, 2017).

Fungos sdo de grande importancia para a biotecnologia devido a atividades

metabdlicas como a producdo de enzimas de degradagdao (BENNETT, 1998). A
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descoloracao de corantes pode ocorrer pela adsor¢cdo na massa microbiana ou
através da biodegradacao dos corantes (POPLI; PATEL, 2014).

Na adsorgao, ocorre a captura dos corantes pela massa microbiana, viva ou
morta, 0 que nao é uma solugao tao pratica no tratamento de efluentes, pois resulta
na dificuldade de direcionar a biomassa contendo os corantes adsorvidos (KUMAR
et al.,, 1998; POPLI; PATEL, 2014). Entretanto, esse processo pode ser vantajoso
para o tratamento de efluentes tdxicos e efetivo em condigbes que nao sejam
favoraveis para o crescimento e manutengdo dos microrganismos, atraves da
adsorgao pela biomassa morta (POPLI; PATEL, 2014).

A biodegradagdo é um processo pelo qual a estrutura quimica original do
corante é quebrada, resultando na geragdo de aminas aromaticas e atingindo,
algumas vezes, a mineralizacdo completa dos poluentes (i.e. a conversdo em CO,,
H,O e alguns sais inorgénicos) (KHAN et al., 2013; POPLI; PATEL, 2014).

Os fungos, em particular os fungos causadores da podridao branca (White-rot
fungi), os quais produzem enzimas ligninoliticas extracelulares (LMEs), tém sido
amplamente estudados quanto a sua eficiéncia na degradagdo de uma vasta gama
de compostos como xenobiontes, lignina e corantes (JIN et al, 2007;
CHENGALROYEN; DABBS, 2013). A utilizagdo de LMEs, como a lacase (Lac), a
lignina peroxidase (LiP) e a manganés peroxidase (MnP), apresentam grande
vantagem para a biodegradagao por possuirem uma baixa especificidade estrutural
e atuarem sobre compostos diversamente estruturados, como corantes sintéticos,
hidrocarbonetos aromaticos e compostos clorados (JIN et al., 2007; SARATALE et
al., 2011; CHENGALROYEN; DABBS, 2013). Os fungos da podridao branca nao
necessitam de um pré-condicionamento para poluentes especificos, pois a secrecao
enzimatica depende da limitagdo de nutrientes (carbono e nitrogénio) e ndo da
presenca de determinado poluente (JIN et al., 2007). O sistema enzimatico
extracelular permite que estes fungos tolerem altas concentragbes de poluentes (JIN
et al., 2007). Em geral, pH mais acidos (entre 4,0 e 5,0) favorecem a atividade das
LMEs, sendo uma limitagdo para a utilizacdo destas, visto que corantes téxteis
apresentam altos pH (CHENGALROYEN; DABBS, 2013).

A lacase é uma enzima do tipo oxidase que esta amplamente distribuida em
diversas bactérias, fungos e plantas (ZHENG et al., 2014; FOROONTANFAR et al.,
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2016), sendo capazes de catalisar a oxidagdo um amplo espectro de substratos
como fendis e derivados, aminas aromaticas, benzopirenos e organofosforados sem
a necessidade da presenga de mediadores (DURAN; ESPOSITO, 2000;
FOROONTANFAR et al., 2016). Assim, existe um interesse crescente na aplicacao
biotecnolégica desta enzima, principalmente para a transformagéao e imobilizacédo de
compostos xenobioticos (VISWANATH et al., 2014; FOROONTANFAR et al., 2016).

Além da lacase, a lignina peroxidase € outra enzima extracelular com
possiveis aplicagdes biotecnoldgicas, sendo capaz de mineralizar uma variedade de
compostos aromaticos recalcitrantes e oxidar compostos fendlicos e compostos
aromaticos policiclicos (KARAM; NICELL, 1997). A LiP é uma enzima estavel, o que
€ uma vantagem técnica e econdbmica para sua aplicagdo no tratamento de
efluentes industriais (KARAM; NICELL, 1997).

A enzima manganés peroxidase é capaz de catalisar a reagcao de oxidacgao
de compostos fenolicos mono-aromaticos e corantes aromaticos (KARAM; NICELL,
1997). Porém, a MnP depende da presenca de altas contracbes de Mn(lll) e certos
tipos de solugdes tampao, o que faz com que sua aplicagdo para o tratamento de
efluentes seja questionavel (KARAM; NICELL, 1997).

De acordo com Husain (2006), a adicdo de mediadores redox aumenta a
variedade de substratos nos quais uma enzima pode ser efetiva e aumenta,
também, a eficiéncia do processo de degradagcdo de compostos recalcitrantes no

tratamento de efluentes contendo corantes.

2.4 O Género Curvularia

Dentre os ascomicetos que podem ser explorados para utilizagao
biotecnolodgica, esta o género Curvularia, que possui 133 espécies listadas no Index
Fungorun (MANAMGODA et al., 2015). Espécies de Curvularia podem ser
endofiticas (JENA; TAYUNG, 2013), epifitas (DIAZ; OYAMA, 2007), saprofitas
(MANAMGODA et al., 2012) e patégenas de um amplo espectro de hospedeiros,
incluindo humanos (SCOTT; CARTER, 2014), sendo que a maior parte das
espécies conhecidas sao patégenos oportunistas e saproéfitas, que podem ser

encontradas em diferentes substratos e hospedeiros (MANAMGODA et al., 2015).
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Além de estudos clinicos (QURESHI et al., 2006; CUNHA et al., 2013;
SHINDE et al., 2015), o género Curvularia ja teve seu potencial biotecnologico
explorado, por exemplo, na inibicAo de crescimento de patdégenos
(MONDOL et al., 2017), producao de fenol oxidases, importantes na degradagao da
lignina e compostos fendlicos toxicos (SHARMA et al., 2016) e bioemulsificacéo
(PARASZKIEWICZ et al., 2002).

Neoh e colaboradores (2015) exploraram a eficiéncia da linhagem
Curvularia clavata NZ2 na degradagao dos corantes azoicos Preto Reativo 5 (RB5),
Laranja Acido 7 (AO7) e Vermelho Congo na presenca e na auséncia de fontes de
carbono e nitrogénio, e relataram a capacidade da linhagem de C. clavata na
degradagao dos corantes, principalmente através da agado enzimatica. O potencial
de biodegradagao de corantes por Curvularia lunata foi avaliado por Miranda et al.
(2013), analisando a capacidade de biodegradacdo de efluentes téxteis em
biorreatores, tanto em condigbes aerdbicas quanto anaerdbicas. A linhagem
C. lunata URM 6179 se mostrou efetiva na descoloracao do corante e na diminuicao

da toxicidade do efluente.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a capacidade de descoloragcao de corantes azdicos da industria

téxtil da familia Remazol por isolados endofiticos de milho de Curvularia lunata.

3.2 Objetivos Especificos

1. Selecionar a melhor linhagem de C. lunata capaz de descorar corantes da
industria téxtil por meio de ensaios de descoloragéo;

2. Avaliar o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio no meio de
cultivo na capacidade de descoloragao por meio de ensaios de

descoloracgao;
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3. Verificar a capacidade de descoloragdo de corantes através de acéao
enzimatica e adsorgcao por meio de ensaios de descoloragio;

4. Determinar a capacidade de C. lunata na descoloracdo de corantes de forma
continua por meio de ensaios de descoloragao;

5. Aferir a toxicidade do produto descorado por meio de bioensaio com feijao

(P. vulgaris).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados fungicos

Os isolados de Curvularia Ilunata LGMF987, LGMF996 e LGMF997
pertencem a colegdo de microrganismos do Laboratério de Genética de
Microrganismos (LabGeM) da UFPR.

O isolado LGMF987 foi extraida de Zea mays L. na Estagao Experimental da
Monsanto em Palotina, PR e os isolados LGMF996 e LGMF997 foram extraidas de
Z. mays pertencentes a Empresa “Semilia Genética e Melhoramento LTDA.”,
atulamente denominada “Vertika Agropecuaria LTDA.” plantadas na regidao de
Bateias, Campo Largo, PR (FERREIRA, 2010).

Estudos prévios realizados pela equipe do LabGeM, identificaram que
isolados desta espécie apresentaram potencial de descoloragcdo de corantes da
industria téxtil (BURGEL, 2017).

4.2 Corantes téxteis

Os corantes azoicos da familia Remazol utilizados foram Azul Reativo 220

(RB220), Vermelho Reativo 198 (RR198) e Amarelo Reativo 107 (RY107),

gentilmente cedidos pela empresa Dystar (Sdo Paulo, Brasil)
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4.3 Meios de cultura e condigdes de cultivo de Curvularia lunata

As linhagens foram crescidas em BDA pH 5,8 e mantidos a 28°C no escuro.

Os experimentos de descoloragao foram conduzidos a 150 rpm, 28°C no escuro.

Meio Batata — Dextrose - Agar (BDA)

Batata descascada e cortada 200 g
Dextrose 20 g

Agar 15 g

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

As batatas foram cozidas em 500 mL de agua destilada durante 20 minutos. Foi
fitrado com uma peneira, e adicionada dextrose ao caldo e completou-se com
agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado adicionando-se NaOH 1M e/ou

HCI 1M conforme a necessidade e logo depois acrescentado o agar.

Meio de Sais (MS)

KCI 0,5¢
KH2PO4 1,5¢
MgSO4 0,59
FeSO4 0,01g
ZnS0O4 0,01g
dH20 1000mL

ApOs serem pesados, os ingredientes foram adicionados a 1L de agua
destilada. O pH foi ajustado adicionando-se NaOH 1M e/ou HCI 1M conforme a

necessidade.
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4.4 Avaliagdo da capacidade descorante de C. lunata

Para a selecdo de uma linhagem que possua maior capacidade de
descoloracgao, discos de micélio de 5 mm das linhagens de C. lunata crescidas por 7
dias em BDA pH 5,8 foram separados do meio de cultura com o auxilio de pinca e
bisturi e incubados em frascos contendo 5 mL de meio de sais (MS) contendo 0,1
g/L de corante. Os frascos foram mantidos no escuro a 28 °C, 150 rpm durante 5
dias. Frascos contendo o corante sem o in6culo foram utilizados como controle
(Figura 2).

FIGURA 2 - CULTURAS EM DESCOLORAGAO MANTIDAS EM SHAKER A 28°C

Fonte: O autor (2019)

Apo6s o quinto dia, 1,5 mL da cultura foi centrifugada a 4000 rpm durante 15
minutos e o sobrenadante foi avaliado por espectrofotometria, sendo os picos de
absorbancia das ligagdes azo para os corantes iguais a 600 nm, 520 nm e 420 nm
para os corantes RB220, RR198 e RY107, respectivamente (MARZALL-PEREIRA,
2017).

A porcentagem de descoloracéao foi determinada através da férmula 1:

(1) Descoloragéao (%) = [(A

Acultura)/Ac ] X 100

controle ~ ontrole
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Onde A

contendo a fragao liquida e A

€ a absorbancia em determinado comprimento de onda da amostra

cultura

sontrole € @ @Mostra contendo apenas o corante.
O corante que apresentou os melhores resultados de descoloracdo e a
linhagem com melhor desempenho foram selecionados para os testes

subsequentes.

45 FontesdeCeN

Diferentes fontes e concentragbes de carbono e nitrogénio foram testadas
para avaliar o efeito do carbono e do nitrogénio na capacidade de descoloragao de
C. lunata. As fontes de carbono testadas foram glicose, amido, frutose, sacarose,
lactose na concentragéo de 1% (p/v). As fontes de nitrogénio testadas foram nitrato
de sddio, peptona, uréia, nitrato de calcio na concentragdo de 0,6% (p/v). Foram
também testadas condicdes na auséncia da fonte de carbono ou nitrogénio e
comparadas com a auséncia de ambas as fontes previamente testada.

Os testes e as analises foram realizados conforme descrito na se¢ao 4.3.

O micélio obtido foi utilizado para determinagcao de biomassa seca, através
de secagem em estufa a 50 °C em papéis filtros durante 24h.

A unidade de descoloragdo (DAU), que relaciona a diminuicdo da
absorbancia do corante apds incubagao, por biomassa e tempo, e € uma variavel
unitaria calculada de acordo com a formula 2 (MARZALL-PEREIRA et al., 2017):

(2) DAU = [(Acontrole - Acultura)/0,001)/ T x M
Sendo T o tempo em horas e M a massa micelial seca em mg.
Todas as condi¢oes foram testadas em triplicatas.
A condicdo que resultou no melhor resultado foi selecionada para os testes

subsequentes.
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4.6 Analise de Biossorcao

Discos de 5 mm de micélio de C. lunata crescidos em BDA pH 5,8 durante 7
dias foram incubados em 0,1 M de HCI, 0,1 M de NaOH ou 1 M de NaOH durante
1h. A biomassa tratada foi entdo lavada em agua destilada e incubada em 5 mL de
MS contendo 0,1 g/L de corante durante 5 dias (PATEL; SURESH, 2008, adaptado).

A percentagem média de descoloragao foi determinada conforme descrito na

secao 4.3.

4.7 Avaliacao da atividade descorante de C. lunata

Os ensaios de descoloracdo foram realizados em MS contendo 0,1 g/L de

corante.

4.7.1 Descoloracao Diaria

Para verificar o numero de dias em que € atingido o maximo de descoloragao
do corante, um disco de micélio de 5 mm de C. lunata foi inoculado por frasco
contendo 5 mL de MS com corante (0,1 g/L). O tratamento foi realizado durante 10
dias, sendo que a cada dia uma amostra foi retirada para verificar a descoloragao e
a massa seca. A percentagem média de descoloracao foi determinada conforme

descrito na segéo 4.3 e a biomassa seca foi quantificada.

4.7.2 Descoloracdo Sequencial

Em frascos contendo 10 mL de MS e corante na concentragao de 0,1 g/L
foram inoculados dois discos de micélio de 5 mm de C. lunata. O tratamento foi
realizado em 5 ciclos com 24h de intervalo entre eles e, a cada ciclo, metade do
volume foi retirado e o mesmo volume de meio de cultura com corante foi
adicionado ao sistema (NEOH et al., 2015). A percentagem média de descoloracao

foi determinada conforme descrito na sec¢éo 4.3.
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4.8 Avaliacao da Toxicidade do Produto Descorado

O produto descorado obtido do corante RB220 foi avaliado por meio de um

teste de fitotoxicidade utilizando Phaseolus vulgaris (NEOH et al., 2015). Foram
desinfestadas superficialmente sementes com massa entre 0,25 g e 0,30 g,
conforme protocolos de Pereira et al., 1993 e Araujo et al. (2001) (ANEXO 1). Foram
preparados em copos plasticos com algodéo esterilizado e em cada copo foram
posicionadas 5 sementes de P. vulgaris, sendo incubados em temperatura ambiente
durante 120 h e umedecidas diariamente com 1 mL de agua destilada (controle),
1 mL de MS com 0,1 g/L de corante RB220 ou 1 mL do produto descorado, obtido
de uma cultura de 5 mL de MS inoculado com 1 disco de micélio de 5 mm, a 28°C e
150 rpm apos 5 dias. O teste s6 foi considerado valido quando germinacédo do
controle foi superior a 90%.

O indice de germinacéo (IG) foi calculado de acordo com a férmula (3)

(3) IG = (Sg x Cr)/(Sc x Rc) x 100

Onde Sg é o numero médio de sementes germinadas nas amostras, Cr é o
comprimento médio das raizes da amostra, Sc € o numero médio de sementes
germinadas no controle e Rc é comprimento médio das raizes do controle.

Amostras cujo indice de germinagcédo (IG) varia entre 50 e 80% s&o
considerados moderadamente toxicos e valores acima de 80% s&o considerados

nao-tdxicos (Zucconi et al. 1985).

4.9 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares Bioestat 5.3
(AYRES et al., 2007) e GraphPad Prism versao 8.1.2. Os dados foram submetidos
ao teste de Shapiro Wilk e Lilliefors para verificacdo de normalidade. Quando dados

normais, foi seguida analise de variancia (ANOVA) e teste de comparagédo de
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médias (teste de Tukey). Para variaveis ndo normais, o teste de Kruskal-Wallis com

o teste post-hoc de Dunn foi aplicado.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecao de Isolados e Corantes

Os trés isolados de C. lunata utilizados, LGMF987, LGMF996 e LGMF997
foram capazes de descorar os corantes testados. Apds o quinto dia de incubagao
em meio de sais contendo corante reativo, as culturas utilizando o corante RB220
apresentaram o melhor resultado de descoloracdo, com uma média de 63,26 +
25,07%, com os trés isolados analisados juntos, diferindo significativamente da taxa
de descoloragéo dos corantes RY107 e RR198 (p < 0,001), sendo que néo ocorreu
uma diferenga significativa entres os corantes amarelo e vermelho.

Os isolados LGMF987 e LGMF996 (Figura 3) obtiveram os melhores
resultados de descoloragdo do corante RY107 (47,56 = 5,38% e 34,42 + 3,34%,
respectivamente), diferindo significativamente da taxa de descoloragéo da linhagem
LGMF997 (p < 0,001) (Figura 4).

FIGURA 3 - RESULTADO DA DESCOLORAGCAO DO CORANTE RY107 PELO ISOLADO LGMF996
APQOS 5 DIAS DE CRESCIMENTO EM MS CONTENDO 0,1 g/L DE CORANTE

A

ST -

Fonte: O autor (2019)
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FIGURA 4 - PORCENTAGEM DE DESCOLORAGCAO REALIZADA PELOS ISOLADOS DE
C. lunata APOS 5 DIAS DE CRESCIMENTO EM MS CONTENDO 0,1 g/lL DO CORANTE AMARELO

RY107
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LGMF987 LGMF936 LGMF997

NOTA: Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, significativo ao nivel de 1 % de
probabilidade (p <0,01).
FONTE: O autor (2019)

Nos ensaios com o corante RR198, a porcentagem de descoloragao variou
entre 8 £+ 7,98% e 28 + 7,41%. Os isolados LGMF996 e LGMF997 (Figura 5)
diferiram significativamente entre si (p < 0,01) (Figura 6).

FIGURA 5 - RESULTADO DA DESCOLORAGCAO DO CORANTE RR198 PELO ISOLADO LGMF997
APQOS 5 DIAS DE CRESCIMENTO EM MS CONTENDO 0,1 g/L DE CORANTE
~ - -

AT

Fonte: O autor (2019)
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FIGURA 6 - PORCENTAGEM DE DESCOLORAGCAO REALIZADA PELOS ISOLADOS DE
C. lunata APOS 5 DIAS DE CRESCIMENTO EM MS CONTENDO 0,1 g/l DO CORANTE
VERMELHO RR198
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NOTA: Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, significativo ao nivel de 1 % de
probabilidade (p <0,01).
FONTE: O autor (2019)

Ja para o corante RB220, houve uma diferenga significativa entre a taxa de
descoloragao entre as trés linhagens utilizadas (p < 0,01), sendo que a linhagem

LGMF996 (Figura 7) resultou nas melhores porcentagens (Figura 8).

FIGURA 7 - RESULTADO DA DESCOLORAGCAO DO CORANTE RB220 PELO ISOLADO LGMF996
APQOS 5 DIAS DE CRESCIMENTO EM MS CONTENDO 0,1 g/L DE CORANTE

Fonte: O autor (2019)
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FIGURA 8 - PORCENTAGEM DE DESCOLORAGCAO REALIZADA PELOS ISOLADOS DE
C. lunata APOS CINCO DIAS DE CRESCIMENTO EM MS CONTENDO 0,1 g/L DO CORANTE
AZUL RB220

100
EL
80
70

% de Descoloragéo
o
[=]

LGMF387 LGMF996 LGMF3997
NOTA: Teste de Tukey, significativo ao nivel de 1 % de probabilidade (p < 0,01).

FONTE: O autor (2019)

A variagcao na descoloracao dos diferentes corantes por um mesmo isolado
pode ocorrer devido a influéncia das estruturas quimicas que limitam a eficiéncia do
processo (Chivukula; Renganathan, 1995). De acordo com Husain (2006), corantes
do grupo azo, como os corantes RB220, RR198 e RY107, possuem grande variagao
em cores e estruturas, sendo, de forma geral, resistentes a degradagao aerdébica.

A capacidade do isolado LGMF996 descorar 87,12 + 3,4% do corante RB220
em um meio sem adicdo de fontes de carbono e nitrogénio sugere que C. lunata é
capaz de utilizar o corante como fonte uUnica de nutrientes no processo de
descoloracao. Em condigdes sem adi¢cao de carbono e nitrogénio, Curvularia clavata
foi capaz de descorar os corantes AO7 (44 + 3%), Vermelho Congo (76 + 1,5%) e
RBS5 (96,2 + 1,8%) numa concentragdo de 100 ppm, quando mantida a 150 rpm e
temperatura ambiente durante 24h (NEOH et al., 2015).

52 FontesdeCeN

O isolado LGMF996 foi testado em 30 diferentes combinacdes de fontes de
carbono (amido, frutose, lactose, glicose e sacarose) e nitrogénio (nitrato de calcio,
nitrato de sodio, peptona e uréia) ou na auséncia de uma das fontes. As

combinagdes utilizando uréia e peptona foram descartadas da anadlise por
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resultarem na alteracdo da coloragdo do meio, totalizando 17 combinacbes
analisadas, além do MS.

Com excecao da utilizacdo de frutose como fonte de carbono sem
suplementagdo de nitrogénio e NaNO, sem adigdo de carbono, todas as
combinagdes avaliadas resultaram em uma descoloragao superior a 85% (TABELA
1). Nao foram observadas diferencas significativas entre as combinagdes utilizadas
(p > 0,05). Como nao houve diferenca significativa entre as melhores condigdes com
adicao de fontes de carbono e nitrogénio em relagéo a utilizagdo do meio de sais, a
mistura sem adicdo de fontes adicionais de carbono e nitrogénio foi selecionada

para os testes subsequentes.

TABELA 1 - PORCENTAGEM DE DESCOLORAGAO UTILIZANDO A LINHAGEM LGMF996 APOS 5
DIAS DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO E NITROGENIO CONTENDO
0,1 g/L DO CORANTE AZUL RB220

Fonte de Carbono Fonte de Mitrogénio Descoloracdo Média
Mitrato de Calcio B87.291 £ 6.274
Frutose Mitrato de Sddio B7.942 + 3843
Sem adigdo de Mitrogénio 80.033 £ 5.949
Mitrato de Calcio 89.907 + 6.085
Amido Mitrato de Sddio 90.891 + 5.094
Sem adicdo de Mitrogénio 85.992 + 9955
Mitrato de Calcio B89.967 + 4.026
Lactose Mitrato de Sddio 90.390 + 5.336
Sem adigcdo de Mitrogénio 90.591 £ 2.548
Mitrato de Calcio 66.648 + 5.086
Sacarose Mitrato de Sddio 85634 £ §.154
Sem adigdo de MNitrogénio 91.008 £ 1.919
Mitrato de Calcio B5.557 £ 4417
Glicose Mitrato de Sddio 89.915 + 3.661
Sem adigdo de Mitrogénio 91.022 £+ 3.418
Mitrato de Calcio 88.054 + 3063
Sem adicdo de Carbono Mitrato de Sddio 79.899 + 7.156
Sem adicdo de Mitrogénio 87.118 + 3.400

NOTA: Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).
FONTE: O autor (2019)

A variacao nas fontes de carbono e nitrogénio, ou ainda a auséncia de uma
ou ambas as fontes de nutrientes pode resultar em diferentes resultados na
descoloragao de corantes utilizando uma mesma linhagem (FU; VIRARAGHAVAN,

2001). Utilizando Curvularia clavata NZ2 em meio contendo frutose (0,6% p/v) e

peptona (0,3% p/v) como fontes de carbono e nitrogénio, Neoh et al. (2015)
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reportaram uma descoloragéo superior a 90% dos corantes Vermelho Congo e RB5
na diluicdo de 100 ppm, na presenca de ambas as fontes de nutrientes, e 75% e
88%, respectivamente, na auséncia de uma fonte de nitrogénio, quando mantidos a
150 rpm durante 24h em temperatura ambiente.

Ja que a descoloracdo de corantes pode ocorrer tanto devido a adsorgcao
pelo micélio ou por acado enzimatica (POPLI; PATEL, 2014), a biomassa produzida
pode ter influéncia no processo. Assim, € necessario verificar a relacdo entre
producdo de biomassa e a descoloracdo do corante azoico através da unidade de
descoloragao (DAU) (TABELA 2). Como o DAU relaciona a biomassa produzida, a
taxa de descoloracdo e o tempo de incubacio, valores maiores de DAU podem
indicar maior eficiéncia no processo de descoloragdo. A utilizagdo de amido como
fonte de carbono, lactose, sacarose e glicose sem adigéo de N, glicose com NaNO,
ou sem adicao de fontes de nitrogénio e as trés combinagdes sem adi¢ao de fontes
de carbono resultaram nos melhores resultados de descoloragdo por miligrama de
micélio (p < 0,05) para o isolado LGFM996 com o corante RB220, sendo que o DAU
para a utilizagdo de amido sem adigdo de nitrogénio e nitrato de sddio sem adigéo
de carbono resultaram em um DAU superior a 4 (Tabela 2). Utilizando N. brasiliensis
em MS suplementado com glicose (1 g/L) com 0,1 g/L do corante RB220,

Marzall-Pereira (2017) obteve um valor de DAU igual a 0,95 ap6s 24h de incubagao.

TABELA 2 - UNIDADE DE DESCOLORAGAO MEDIA UTILIZANDO O ISOLADO C. lunata
LGMF996, APOS 5 DIAS DE CULTIVO EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO E NITROGENIO

Fonte de Carbono Fonte de Mitrogénio Descoloracio Média
Mitrato de Calcio 0.358 £ 0.081 B
Frutose Mitrato de Sddio 0.369 =+ 0.094 B
Sem adicdo de Mitrogénio 0.891 = 0.241 B
Mitrato de Calcio 0,336 £ 0.085 B
Amido Mitrato de Sadio 0373 + 0103 B
Sem adicdo de Mitrogénio 4328 + 2477 A
Mitrato de Calcio 0512 £ 0218 B
Lactose Mitrato de Sadio 0607 £ 0178 B
Sem adicio de Nitrogénio 1527 + 0762 A
Mitrato de Calcio 0516 £ 0.269 B
Sacarose Mitrato de Sadio 0621+ 0188 B
Sem adicdo de Mitrogénio 2267 + 1249 AB
Mitrato de Calcio 0.658 £+ 0.505 B
Glicose Mitrato de Sddio 0.648 £ 0.370 AB
Sem adicdo de Mitrogénio 1731 + 0281 A
Mitrato de Calcio 4084 £ 2013 A
Sem adicio de Carbono Mitrato de Sadio 3635+ 1765 A
Sem adicdo de Mitrogénio 1.953 + (.642 A

NOTA: Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).
FONTE: O autor (2019)
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De acordo com Solis et al. (2012), amido é frequentemente utilizado pela
industria téxtil como um aditivo na finalizagdo do processo de tingimento, portanto, o
alto valor de DAU obtido por C. lunata na presenca de amido como fonte de carbono
pode ser uma vantagem para sua aplicagao no tratamento de efluentes liquidos da

industria téxtil.

5.3 Analise de Biossorgao

De acordo com Aksu (2005), a eficiéncia de biossorgdo pela biomassa
fungica pode ser aumentada através de pré-tratamentos como a exposicdo a
quimicos como formaldeido, NaOH, CaCl, e acidos. Entretanto, quando tratado com
HCI 0,1M ou NaOH nas concentragées 0,1 M e 1M, ndo houve uma melhora no
processo de descoloracdo da mistura contendo corante RB220 (0,1 g/L), havendo
uma diminui¢ao na eficiéncia do processo quando pré-tratado com NaOH (Figura 9).

Utilizando 0,02 g de biomassa Aspergillus foetidus pré-tratada com HCI ou
NaOH durante 1h e entdo incubada por 3 h em 100 mL de uma solugao contendo
0,1 g/L do corante reativo Preto Reativo 5 (RB5), Patel e Suresh (2008) relataram
um aumento da eficiéncia do processo de descoloragao ao utilizar NaOH 0,1M com
97% de remocgao da cor contra 67%, 69% e 70% com NaOH 1M, biomassa nao
tratada e HCI 0,1M, respectivamente. A aglomeragdo da biomassa e uma
consequente diminuigdo do numero de sitios de ligacdo para as moléculas do
corante sdo apontadas como uma possivel causa para a diminui¢ao da eficiéncia do
processo (PATEL; SURESH, 2008).
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FIGURA 9 - PORCENTAGEM DE DESCOLORAGAO DIARIA UTILIZANDO A LINHAGEM LGMF996
EM MS CONTENDO 0,1 g/L DO CORANTE RB220 APOS PRE-TRATAMENTO COM HCI E NaOH
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NOTA: Teste de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).
Fonte: O autor (2019)

5.4 Ensaios de Descoloracao

5.4.1 Descoloragao Diaria

Apbs 24h de incubagao, a linhagem LGMF996 descorou 76 * 5,08% do
corante RB220, atingindo uma porcentagem de descoloragao superior a 85% a
partir de quatro dias de tratamento (Figura 10). Foi observada um aumento gradual
na descoloragdo a cada dia, com os trés primeiros dias diferindo significativamente
da descoloragédo obtida no nono e no décimo dia (p > 0,05). A partir do quarto dia,
nao houve aumento significativo na descoloracédo do corante RB220 (0,1 g/L). A
biomassa micelial seca ndo diferiu (p > 0,05), indicando que ndo ha uma relagéo

entre a quantidade de biomassa de C. lunata e a descoloragao do corante RB220.
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FIGURA 10 - PORCENTAGEM DE DESCOLORAGAO DIARIA UTILIZANDO A LINHAGEM
LGMF996 EM MS CONTENDO 0,1 g/L DO CORANTE RB220 E MASSA MICELIAL SECA EM
MILIGRAMAS
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NOTA: Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05). Teste de ANOVA: massa micelial seca ndo apresenta diferenga significativa
(p>0,05).

Fonte: O autor (2019)

5.4.2 Descoloragado Sequencial

Quando mantido em uma condigéo de ciclos de exposi¢ao ao corante RB220,
o isolado LGMF996 foi capaz de descolorir 67,75% * 8,82% do corante durante o
primeiro tempo de detengao hidraulica (TDH; 24h) e se manteve estavel entre 74%
e 81% de descoloragdo durantes o quatro ciclos seguintes, sem apresentar
diferencas significativas (p > 0,05) (Figura 11). Os resultados obtidos indicam a
capacidade de reaproveitamento da massa micelial do isolado LGMF996 em mais
de um processo descoloragdo de corantes téxteis. Apesar dos valores atingidos
serem um pouco inferiores com esta metodologia, o tempo de retencéo é baixo em
relacdo a alguns trabalhos na literatura. Wang et al. (2013) obtiveram uma
descoloragao de 95% do corante RB5 utilizando Bacillus sp. YZU1, porém com um

TDH de 120h, ja Neoh et al. (2015), utilizando C. clavata obtiveram uma
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descoloragao de 95% de RBS nas primeiras 24h de detencédo, com valores variando

entre 81 e 91% nos quatro ciclos seguintes.

FIGURA 11 - ANALISE SEQUENCIAL DA DESCOLORAGAO DE Curvularia lunata LGMF996 EM
MEIO DE SAIS CONTENDO 0,1 g/L DE RB220, DURANTE 5 CICLOS DE 24 HORAS
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NOTA: Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, significativo ao nivel de 5% de

probabilidade (p < 0,05).
FONTE: O autor (2019)

5.4.3 Avaliagao de Toxicidade

A avaliacdo de fitotoxicidade do corante RB220 descorado C. lunata
LGMF996 resultou em um IG de 13,9% antes do tratamento e de 6,9% apds o
tratamento, indicando alta toxicidade do corante. Em um estudo utilizando para o
tratamento bioldgico de efluentes da industria téxtil, Anastasi et al. (2011) também
relatou um aumento da toxicidade no produto descorado. Ja Neoh et al. (2015),
relataram uma diminuicdo da toxicidade do corante RBS descorado apos tratamento
com C. clavata, de um indice considerado toxico para moderadamente toxico.

Os efluentes liquidos e coloridos resultantes da industria téxtil sdo geralmente
toxicos devido a utilizagdo de corantes sintéticos considerados mutagénicos e
carcinogénicos. Além disso, de acordo com Saavedra et al. (2006), € possivel que

novos metabdlitos sejam formados durante processos de tratamento dos efluentes,
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sendo entdo necessario a avaliacdo de fitotoxicidade da descoloracédo de corantes
azaicos.

Os resultados obtidos reforcam a necessidade de estudos de descoloragao
utilizando tratamentos biologicos serem alinhados com avaliagdo da toxicidade do

produto resultante.

6 CONCLUSAO

Os isolados endofiticos de C. lunata se mostraram capazes de descorar
efetivamente o corante Azul Reativo 220. O isolado LGMF996 foi capaz de descorar
87,12 + 3,4% de uma mistura contendo 0,1 g/L de corante sem a adicado de fontes
de carbono e nitrogénio.

A utilizagao de glicose, amido, frutose, sacarose, lactose na concentragéo de
1% (p/v) como fontes de carbono e nitrato de calcio e nitrato de sdodio na
concentracéo de 0,6% (p/v) ndo resultaram em diferencas significativas entre si e da
mistura sem adicdo de fontes de carbono e nitrogénio na descoloragdo do corante
RB220.

A unidade de descoloragédo (DAU) indicou uma maior eficiéncia no processo
de descoloragao do azo corante RB220 com a utilizagdo de amido, lactose, glicose
ou sacarose sem adicdo de nitrogénio, glicose suplementada com NaNO, e sem
adicao de fontes de nitrogénio e carbono.

O pré-tratamento da biomassa micelial com HCI ou NaOH ndo apresentou
melhoras significativas na remocao da cor, havendo diminuicdo da eficiéncia nos
tratamentos utilizando hidréxido de sédio.

O isolado LGMF996 apresentou uma rapida eficiéncia na descoloragao do
corante RB220, tendo descorado mais de 75% do corante em apenas 24h de
retencao, atingindo 85% de descoloragao a partir 96h de tratamento. A auséncia de
variacdo na biomassa seca resultante indica ndo haver uma relagcado direta entre

formacéo de biomassa e capacidade descoloragdo em C. lunata LGMF996.
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Ainda, C. lunata LGMF996 foi capaz de manter uma média superior a 67%
de descoloracdo em um sistema de ciclos de adicdo de corante, indicando um
potencial de reaproveitamento da massa micelial.

O produto descorado resultante ndo apresentou diminuicdo da toxicidade,
resultando em um indice de germinagdo de 6,9%, enquanto a mistura contendo o
corante RB220 0,1 g/L sem tratamento resultou em um indice de 13,9%, sendo

ambos os valores sao considerados muito toxicos em testes com P. vulgaris.
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ANEXO 1 - DESINFESTACAO COM HIPOCLORITO DE SODIO (PEREIRA et al.,

1993; ARAUJO et al., 2001)

Lavar as amostras em agua corrente para a retirada de residuos de poeira e
solo

Pesar as amostras

Colocar imerso em alcool 70% por 1 min

Colocar imerso em hipoclorito de sédio 2 - 4% ClI - ativo por 3-4 min

Colocar imerso em alcool 70% por 30 s

Enxaguar duas vezes em agua destilada e esterilizada



