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RESUMO

A micorremediacdo consiste na aplicacdo de fungos no tratamento
de poluentes. Este tipo de biorremediacio é apresentada como
uma alternativa promissora para o tratamento de efluentes industriais.
No processo de manufatura de couro, sao produzidos efluentes da etapa
de tingimento contendo corantes sintéticos que podem ser uma ameaca
para o meio ambiente e para a satide humana. Neste estudo, a cepa nativa
do fungo Trametes villosa SCS-10, foi avaliada por sua capacidade
na micorremediacao de corantes para couro a partir de solucoes aquosas,
efluentes de tingimento e matrizes soélidas. Na primeira etapa, foi avaliada
a biodescoloracdo e biodegradacdo dos corantes Vermelho Acido 357,
Preto Acido 210 e Azul Acido 161, em solucio aquosa. Em uma segunda
etapa, o fungo foi avaliado pelo seu potencial de micorremediacao
de efluentes reais de tingimento contendo os corantes Vermelho Acido 357
e Laranja Acido 142. Nas etapas em meio liquido, a cepa apresentou alta
eficiéncia de biodescoloracao, obtendo mais de 90% de remocao de cor
para os corantes e efluentes avaliados. Durante o tratamento, T. villosa
tolerou altas concentracoes de corantes (até 1000 mg L-*) e uma ampla
faixa de pH (4,0—8,0). No processo, foram observados picos notaveis
de atividade da enzima lacase (até 1550 U L1). A inibicao da lacase reduz
a eficiéncia de biodescoloracao, indicando que a biodegradacao enzimatica
foi a principal responsavel pela remocao de cor. Os experimentos in vitro
e as analises no espectro visivel (UV-Vis) e no infravermelho (FT-IR)
confirmaram a ocorréncia de biodegradacao. No tratamento dos efluentes,
T. villosa mostrou mais de 80% de remocao da demanda quimica de
oxigénio e carbono organico total, e 50-70% de biodetoxificacao.
Na etapa final, foi avaliada a eficiéncia de um tratamento combinado,
usando adsorcdo e cultivo em fase solida, sobre o corante Azul Acido 161.
Biocarvao produzido a partir de residuos de madeira foi eficiente
na adsorc¢ao do corante. O corante retido no material foi tratado mediante
biodegradacao por cultivo em fase sodlida com Trametes villosa SCS-10.
A cepa atingiu 91.36 + 1.32% de biodegradacdo, associada aos picos
de atividade lacase (1000 U L-1). Os resultados promissores obtidos
neste estudo demostraram que o fungo T. villosa SCS—10 é adequado
para o tratamento de efluentes de tingimento de couro. Sao necessarios
mais estudos para melhorar a aplicabilidade em grande escala.
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ABSTRACT

Mycoremediation refers to the use of fungi in the treatment
of pollutants. This kind of bioremediation is presented as a promising
alternative for the treatment of industrial wastewaters. In the leather
manufacturing process, dye-containing wastewaters are produced,
which could be a threat to the environment and human health.
In the current study, a native strain of Trametes villosa SCS-10
was evaluated for its ability in the treatment of leather dyes from
aqueous solutions, real wastewaters and solid matrices.
In the first step, it was evaluated the biodecolourisation
and biodegradation of the dyes Acid Red 357, Acid Blue 161
and Acid Black 210, from aqueous solution. In a second step, the strain
was evaluated for its mycoremediation potential over real wastewaters
containing Acid Red 357 and Acid Orange 142 dyes. In the liquid media
assays, the strain showed high efficiency of biodecolourisation,
obtaining more than 90% colour removal for the dyes and effluents
assessed. During treatment, T. villosa tolerated high concentrations
of dyes (up to 1000 mg L) and a wide pH range (4.0-8.0).
In the process, remarkable peaks of laccase activity (over 1550 U L)
were observed. Inhibition of laccase reduced the colour removal
efficiency, indicating that biodegradation was the main responsible
for the biodecolourisation. In the in vitro assays, UV-vis and FT-IR
analyses confirmed the occurrence of biodegradation via laccase.
In the treatment of the wastewaters, T. villosa showed more than 80%
of reduction of chemical oxygen demand and total organic carbon,
and 50—70% of biodetoxification. In the final step, the biodegradation
efficiency of a combined treatment, using adsorption and solid-state
fermentation, over Acid Blue 161 was evaluated. Wood-chip biochar
was efficient in the adsorption of the dye. The retained dye onto
the adsorbent was treated by solid state fermentation biodegradation
with Trametes villosa SCS-10. The strain reached 91.36+1.32%
of biodegradation, related with peaks of laccase activity (1000 U L-1).
The promising results obtained in this study demonstrated
that the fungus T. villosa SCS-10 is suitable for the treatment
dye-containing wastewaters from the leather industry. Further studies
are needed to improve the applicability on a large scale.
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INTRODUCAO

Os fungos tém um papel fundamental no funcionamento da vida
no planeta, regulando o fluxo de carbono e da energia, e mediando
os ciclos biogeoquimicos de varios elementos nos ecossistemas.
Os fungos de podridao branca (WRF, do inglés “white-rot fungi”),
sao um grupo de basidiomicetos com capacidade de biodegradar
a matéria organica presente em residuos lignocelul6sicos, como folhas,
talos, galhos, tocos, etc. Muitos desses residuos sao dificeis de degradar,
portanto os WRF desenvolveram caracteristicas evolutivas
que lhes permitem usar o carbono presente nesses compostos
(DIGHTON, 2016). Entre as principais caracteristicas desses fungos
cabe ressaltar o crescimento micelial e a producdo de enzimas
extracelulares

Na micorremediacao, uso de fungos no tratamento de poluentes,
essas habilidades dos WRF para degradar a matéria organica
recalcitrante s3o aproveitadas para biotransformar diferentes
compostos xenobioticos, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
bifenilas policloradas, nitroaromaticos e corantes (DAO et al., 2019;
LEVIN et al., 2016; LI et al., 2018; PANDI et al., 2019). Dentro desses
poluentes, os WRF tém mostrado grande potencial no tratamento
de corantes e efluentes contendo corantes. A industria de couro,
juntamente com a téxtil, sdo dois dos setores que mais demandam
o uso de corantes (KATHERESAN et al., 2018).

A indtstria de couro tem significativa importancia na economia
brasileira devido ao fato de que o pais ostenta o maior rebanho comercial
bovino do mundo, estimado em mais de 215 milhdes de cabecas
(IBGE, 2017), sendo um dos principais produtores e exportadores
de couro a nivel global (ABQTIC, 2019). Segundo a Secretaria Brasileira
de Comércio Exterior (SECEX), a exportacao anual brasileira de couros
e peles movimentou mais de US$ 1,4 bilhoes em 2018. Do total de couros
produzidos e exportados pelo pais, 8,8% correspondeu a couros crust
(semi-acabados) e 43,8% a couros acabados (ABQTIC, 2019).
Os couros acabados e semi-acabados sao submetidos aos processos
de tingimento na etapa de acabamento molhado. Nesta etapa,
adicionam -se corantes e outros compostos com o objetivo de transmitir
as caracteristicas sensoriais do produto, como cor, saturacao,
uniformidade e estabilidade (GOMES et al., 2016).
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INTRODUCAO

O tingimento é realizado em meio aquoso, envolvendo alto volume
de 4gua. Os corantes tém diferentes taxas de exaustao do meio aquoso
e diferentes maneiras de fixacdo. Além disso, o tingimento de couro
é um processo complexo devido a natureza heterogénea da pele
(PUNTENER, 2002). Algumas vezes, visando garantir uma maior
fixacdo, os corantes sao aplicados em excesso. Os problemas de difusao
e afinidade podem provocar o esgotamento incompleto dos corantes,
restando uma porcao remanescente no efluente. A concentracio
de corante no efluente é muito variavel, dependendo da tecnologia
de curtimento e tingimento aplicada, da capacidade da planta e do tipo
de couro e do corante selecionados (PUNTENER, 2000).

A descarga de efluentes contendo corantes sem tratamento adequado
é motivo de preocupacao, pela poluicao visual associada a cor das aguas
residuais, inibicao da fotossintese aquatica, a deplecao de oxigénio
dissolvido e a toxicidade que afeta a flora, a fauna e seres humanos
(MULLAI et al., 2017). Tecnologias de tratamento fisico-quimicas
e biologicas sao usadas para o tratamento de aguas residuais contendo
corantes, como, por exemplo, coagulacdo, floculacao e lodos ativados.
No entanto, essas tecnologias nao sao completamente adequadas
para o tratamento de corantes por causa de seu custo, aplicabilidade
limitada, baixa eficiencia e as grandes quantidades de lodo
remanescente, que envolvem manipulacao e disposicdo dos residuos
produzidos e/ou regeneracao de  materiais adsorventes
(SAROJ et al., 2014). O tratamento dos efluentes contendo corantes
continua sendo um desafio que motiva a aplicacao de novas tecnologias,
como processos eletroquimicos (CRUZetal.,, 2017), ozonizacao
(MELLA et al., 2017a), e emprego de materiais adsorventes alternativos
(DA FONTOURA et al., 2017; GOMES et al., 2016).

A micorremediacao desses efluentes usando WRF aparece como
uma alternativa rapida, menos dispendiosa e ambientalmente
compativel. O potencial dos WRF esta relacionado a sua capacidade
de biodegradacao enzimatica, realizada pelo seu sistema enzimatico
extracelular, altamente oxidativo, nao especifico, composto
principalmente por lacase (Lac), lignina peroxidases (LiP) e peroxidase
dependente de manganés (MnP) (ALI, 2010). Outros mecanismos,
como biossorcao e bioacumulacdo, também podem estar envolvidos
na remocao de corantes (KAUSHIK; MALIK, 2015).


https://doi.org/10.1002/3527602011
https://doi.org/10.1016/B978-044482888-0/50042-8
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-63665-2.00001-1
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2013.12.049
https://doi.org/10.1016/j.seppur.2016.08.029
https://doi.org/10.1080/01919512.2017.1346464
https://doi.org/10.1016/j.jece.2017.09.051
https://doi.org/10.1016/j.psep.2015.10.013
https://doi.org/10.1007/s11270-010-0382-4
https://doi.org/10.1007/s11270-010-0382-4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-10942-8_1

SANTIAGO ORTIZ-MONSALVE

A maioria dos estudos desenvolvidos para tratar efluentes contendo
corantes, envolvendo WRF, estiveram principalmente focados
na remocao de corantes téxteis, e foram poucas as pesquisas
que avaliaram a micorremediacao de corantes e efluentes da industria
de couro (RODRIGUEZ-COUTO et al., 2004; ANASTASI et al., 2010;
BACCAR et al. 2011; PANDI et al., 2019;).

E importante salientar que os corantes para couro podem
ser estruturalmente diferentes dos corantes téxteis, uma vez que sao
sintetizados para tingir diferentes tipos de textura (fibras de couro
e algodao). Os efluentes de acabamento molhado de couro também
sao diferentes dos da industria téxtil, devido a presenca de produtos
quimicos especificos utilizados na producao de couro, como sais
de cromo, taninos, Oleos, A4cidos, corantes e surfactantes
(PANDI et al., 2019).

Sao poucos os estudos na literatura que investigam a diminuicao
de outros parametros de poluicdo, tais como demanda quimica
de oxigénio, demanda biolégica de oxigénio, carbono organico total
e a determinacdo da toxicidade apdés o micotratamento
(ANASTASI et al., 2010; 2012; MA et al., 2014; PLACIDO et al., 2016).

E necessaria, portanto, a busca de novas cepas de WRF com uma maior
resisténcia e habilidade na micorremediacao de corantes especificos
para couros e os efluentes de tingimento.
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OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo é a micorremediacao de efluentes
de tingimento contendo corantes para couro, por meio de cepas nativas
de fungos de podridao branca, avaliando-se a biodescoloracao,
a biodegradacao e a biodetoxificacao.

Os objetivos especificos desse estudo de micorremediacao sao:

Avaliar o potencial de biodescoloracao da cepa nativa T. villosa,
sobre os diferentes corantes para couro Azul Acido 161, Preto Acido 210,
Vermelho Acido 357 e Laranja Acido 142, a partir de solucdes aquosas,
efluentes e matrizes soélidas;

Avaliar a aplicabilidade de técnicas microscopicas (Optica
e eletronica) e espectrofotometria (UV-Vis e FT-IR) para elucidacao
dos métodos de biodescoloracao dos corantes selecionados;

Avaliar o efeito de inibidores enzimaticos nos mecanismos
de biodescoloracao pela cepa nativa T. villosa;

Comparar condicoes de tratamento in vitro e in vivo
na biodescoloracao e na biodegradacao dos corantes;

Otimizar o efeito de variaveis operacionais como pH, temperatura
e concentracao inicial de corante na biodescoloragdo e na atividade
enzimatica da cepa fangica selecionada;

Avaliar o potencial da cepa T. villosa SCS-10 na micorremediacao
de efluentes reais de tingimento de couro;

Quantificar os rendimentos de micorremediacao dos efluentes
com base na remocao de cor (biodescoloracao) e diminuicao do carbono
organico total (COT), demanda biolégica de oxigénio (DBO)
e biodetoxificacao;

Analisar o efeito da suplementacao de diferentes concentracoes
de nutrientes sobre a micorremediacio de efluentes contendo
os corantes selecionados;

Comparar o desempenho da biodegradacdo de corantes
em condicoes de cultivo em fase liquida e cultivo em fase solida.



SANTIAGO ORTIZ-MONSALVE

ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho de qualificacio de doutorado estd estruturado
em 6 capitulos.

No capitulo 1 é apresentada uma revisao teorica sobre os conceitos
relevantes para os temas abordados na pesquisa. A revisao é dividida
em trés partes. Inicialmente é apresentado o papel dos fungos
nos ecossistemas, destacando-se os fungos de podridao branca
e a caracterizacao bioquimica da biodegradacao da matéria organica
lignocelulésica. Na segunda parte, na terceira parte é apresentado
o conceito de micorremediacio, salientando-se o tratamento
de corantes e efluentes de tingimento por fungos de podridao branca.
Explicam-se alguns fundamentos teoricos sobre os mecanismos
envolvidos e parametros que podem afetar o processo e apresenta-se o
estado da arte, analisando-se antecedentes de pesquisas recentes
relacionadas ao tema e planteando perspectivas futuras do trabalho.
Finalmente é apresentado o processo de producdao de couro, dando
énfase a etapa de acabamento molhado, aos corantes,
a geracao e as caracteristicas dos efluentes de tingimento de couro.

No capitulo 2 ¢é apresentado o artigo “Biodecolourisation
and biodegradation of leather dyes by a native isolate of Trametes
villosa”, onde se avaliou o potencial da cepa T. villosa SCS-10
no tratamento de trés corantes para couro. Nesse artigo
a biodescoloracao foi analisada usando-se espectrometria UV-vis.
A biodegradacao foi estudada por anéalises FT-IR e utilizando-se
inibidores enzimaticos. Os ensaios in vitro foram realizados
para confirmar a biodegradacido enzimatica. Por fim, o efeito
de varidveis operacionais sobre o rendimento do tratamento
foi analisado e otimizado.

No capitulo 3 é apresentado o artigo “Biodecolourisation
and biodetoxification of dye-containing wastewaters from leather
dyeing by the native fungal strain T. villosa SCS-10”, onde se avaliou
a micorremediacdo de efluentes produzidos em fulao em escala
de laboratério. O rendimento do tratamento foi avaliado em termos
de biodescoloracao, diminuicdo do carbono organico total (COT)
e demanda quimica de oxigénio (DQO) e biodetoxificacao.
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No capitulo 4 é apresentado o artigo “Degradation of the leather dye
Acid Blue 161 by the combination of depolymerised wood-chip biochar
adsorption and solid-state fermentation with T. villosa”. O artigo
descreve a selecio de um material derivado de biocarvao como
adsorvente do corante e suporte para cultivo em fase soélida
com Trametes villosa. O Processo de adsorcao foi otimizado utilizando
um planejamento de experimentos Box-Behnken (BBD) e Metodologia
da Superficie de Resposta (RSM). Adicionalmente foi estudada
a biodegradacao do corante adsorvido através do cultivo em fase solida
com T.villosa. Finalmente, o material adsorvente regenerado
foi reusado em um novo ciclo de adsorcao.

No capitulo 5 sdo apresentados outros trabalhos, participacoes
em congressos e publicagoes.

No capitulo 6 sao apresentadas as conclusoes e sugestoes para trabalhos
futuros.



CAPITULOI
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. FUNGOS E BIODEGRADACAO

Os fungos pertencem a um grupo de organismos que nao fixam a energia
e os nutrientes de modo direto. Eles evoluiram para acessar e usar
a energia armazenada na biomassa vegetal e animal, e assim desenvolver
seu proprio metabolismo. Os fungos sao importantes para
o funcionamento da vida no planeta, relacionando-se com outros
organismos e interagindo com o ambiente abi6tico para regular
os processos dos ecossistemas (DIGHTON, 2016). Nesta secao serao
descritas algumas caracteristicas da estrutura e da fisiologia dos fungos,
especialmente  dos  basidiomicetos, que tém importancia
na biodegradacao da matéria organica e na micorremediacao.

Os fungos sao organismos eucariotas, com células contendo membrana
plasmatica, ntcleo definido e sistema endomembranar. A parede celular
é formada por quitina, caracteristica diferencial que nio se encontra
em outros eucariotas. O citoesqueleto fingico é formado pelos polimeros
tubulina e actina (MONEY, 2016).

As unidades vegetativas basicas da maioria dos fungos sao as hifas,
constituidas por um conjunto de células cilindricas que formam
uma rede de filamentos tubulares. As hifas desenvolvem um sistema
de conectividade citoplasmatica continua entre células adjacentes.
Nos basidiomicetos, as hifas estao divididas por tabiques transversais
internos chamados septos, que as separam em compartimentos.
Os septos possuem poros que permitem a passagem de citoplasma.
Cada compartimento contém um ou mais nicleos (DIGHTON, 2016).

O micélio é formado por uma rede interligada de hifas que cresce
apicalmente. Esse crescimento em forma apical permite abarcar
uma grande superficie, ideal para o fungo ter acesso aos nutrientes
em ecossistemas heterogéneos. O micélio possui a capacidade
de permear tecidos de plantas e outras fontes de nutrientes, chamada
de crescimento invasivo. Esse mecanismo envolve os processos
interligados de digestao enzimatica extracelular e penetracao
por pressao (FRICKER et al., 2008).
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Figura 1.1. Ciclo de vida dos basidiomicetos e formacao de fibulas
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(a) Ciclo de vida dos basidiomicetos; (b) formacao de fibulas.
Fonte: adaptado de Money (2016); Margulis e Chapman (2009).

Os fungos podem reproduzir-se de forma sexuada ou assexuada.
Em ambos os casos os novos organismos formam-se a partir de esporos
(assexuadamente). Esses esporos sao produzidos nos corpos
de frutificacdo. Os corpos de frutificagdo sao estruturas multicelulares
formados por hifas filamentosas que crescem a partir do micélio
vegetativo. Em basidiomicetos, essa estrutura ¢é chamada
de basidiocarpo (DIGHTON, 2016; MONEY, 2016). Os basidiomicetos
exibem estruturas diferentes dependendo do estado
de desenvolvimento: micélio monocaridtico e micélio dicariotico.

Quando um basidiésporo germina forma o micélio monocariotico,
que se conjuga com um micélio compativel formando o micélio
dicariotico. O micélio dicaridtico possui dois ntcleos. Um dos nucleos
divide-se sobre o eixo principal, enquanto o outro o faz dentro
de um prolongamento da célula, formando-se em seguida dois septos
perpendiculares a ambos eixos de divisao. Posteriormente, a parte
proeminente que dara lugar a fibula ou “clamp conection”, funde-se
com a célula subapical, voltando a ter dois ntcleos. A presenca de septos
e fibulas é uma caracteristica iinica dos basidiomicetos. A Figura 1.1
mostra o ciclo de vida dos basidiomicetos e a formacao de fibulas.
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Com base no papel-chave dos fungos na regulacao fluxo de carbono
e da energia nos ecossistemas, eles podem ser divididos em quatro
grupos funcionais (DIGHTON, 2016):

(1) Saprofitos, que atuam na biodegradacdo da matéria organica,
conduzindo o ciclo global do carbono;

(2) Micorrizas, que formam associacoes simbidticas com as raizes
das plantas, facilitando a absorcao de agua e nutrientes do solo;

(3) Liquens, que formam associacoes simbioticas com algas
ou cianobactérias, participando do ciclo biogeoquimicos de minerais;
(4) Parasitas, que regulam a dinamica populacional de seus hospedeiros

No presente trabalho da-se maior énfase aos basidiomicetos, um filo
de fungos que tem um papel essencial como saprofitos e micorrizas.
A Figura 1.2 mostra o corpo de frutificacao (basidiocarpo) de diferentes
espécies de basidiomicetos.

Os basidiomicetos saprofitos participam da biodegradacao da matéria
organica presente na biomassa de produtores primaérios
como as plantas. Nos ecossistemas, a biodisponibilidade da matéria
organica é bastante heterogénea, sendo principalmente constituida por
biomassa lignocelulosica como folhas, talos e raizes de plantas, galhos,
tocos de madeira, etc. Para sobreviverem, os basidiomicetos devem
adquirir esses recursos dispersos descontinuamente no espaco
e no tempo. Duas das principais caracteristicas evolutivas destes fungos,
que os tornaram fundamentais na biodegradacao e biotransformacao
da matéria organica, sao o crescimento em forma de micélio
e a producao de enzimas extracelulares (FRICKER et al., 2008).

O micélio estd encarregado da absorcio de &agua e nutrientes,
sustentacao do crescimento, penetracao e colonizacao de substratos,
busca de novos recursos, protecao e isolamento do ambiente externo
e resposta a fatores externos (BODDY;JONES, 2007). As redes
de micélio podem ser remodeladas continuamente através das respostas
aos estimulos ambientais abioticos (e. g. busca de fontes de nutrientes
ou eventos destrutivos) e bibdticos (e.g. depredacio, interacao
ou competicio com outros organismos). A resposta se expressa
em forma de mudancas morfologicas e fisiol6gicas. A morfologia da rede
de micélio se altera em forma de crescimento ativo em ramificacoes
e fusoes de hifas. As mudancas fisiologicas estao associadas a absorcao,
armazenamento e redistribuicao de nutrientes (FRICKER et al., 2008).
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Figura 1.2. Corpos de frutificacao de basidiomicetos

(a) Trametes villosa; (b), (¢) Schizophyllum commune; (d), (e) Pleurotus ostreatus; (f) Ganoderma lucidium.
Fonte: Miiller (2018). Utilizacao de fotografias com a autorizacao do autor.
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A outra caracteristica dos basidiomicetos que os torna eficientes
na biodegradacao é a secrecao de enzimas extracelulares. A matéria
organica usada pelos fungos saprofitos é composta, principalmente,
por polissacarideos e biopolimeros de origem vegetal (celulose,
hemiceluloses, lignina e pectina), polissacarideos de parede celular
de fungos (quitina), polissacarideos de reserva de nutrientes (amido)
e proteinas. A utilizacao desses polimeros requer a producao de enzimas
extracelulares como celulases, hemicelulases, liases, oxidases
e peroxidases especificas. No caso da lignina é necessario um sistema
enzimatico mais complexo que envolve enzimas inespecificas,
co-substratos e espécies reativas de oxigénio (WATKINSON, 2016).
Esse sistema é abordado nas Secoes 1.2.2 e 1.2.3 do presente capitulo.

1.2. BIODEGRADACAO DE COMPOSTOS LIGNOCELULOSICOS

Os fungos sdo importantes na degradacdo da matéria organica
e na regulacao do ciclo global do carbono. Os compostos lignocelul6sicos
sao a fonte de carbono mais comum e abundante do planeta e a maior
parte desses compostos estao presentes nas plantas e na madeira.
Os Dbasidiomicetos saprofitos evoluiram para aproveitar esses
compostos, formados principalmente por polimeros de parede celular
de origem vegetal, como celulose, hemiceluloses, pectina e lignina.

Dentro dos basidiomicetos, os fungos de podridao branca sao o maior
e mais efetivo grupo de micro-organismos que degradam compostos
lignocelul6sicos. A utilizacao desses polimeros pelos WRF requer um
complexo sistema enzimatico extracelular (BODDY; JONES, 2007).
Esse grupo de fungos apresenta caracteristicas que os fazem uteis
em micorremediacdo. Alguns aspectos bioquimicos da biodegradacao
dos compostos lignocelul6sicos serao abordados nesta secao.

1.2.1. Estrutura e composicao da madeira
A biomassa lignocelulosica é a fonte mais importante de carbono
nos ecossistemas. Na natureza, essa biomassa é composta por residuos

vegetais e plantas, como folhas, caules e raizes, e, principalmente,
madeira de tocos, troncos, ramas e casca de arvores.
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Figura 1.3. Diagrama da estrutura celular da madeira
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(a) Distribuicao celular e (b) Localizacao e estrutura dos componentes da madeira.
Fonte: adaptado de Kirk e Cullen (1998); Watkinson (2016).

A madeira é constituida por um tecido fibroso de células com parede
celular que se caracterizam por serem estruturas bastante complexas
e semirrigidas, compostas por trés substancias poliméricas naturais:
celulose, hemiceluloses e lignina. A Figura 1.3 mostra um diagrama
da estrutura celular da madeira.
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A estrutura é formada pela lamela média, a parede primaria e a parede
secundaria. A lamela média é uma camada fina que une as células
em conjunto para formar o tecido. Na parede priméaria encontram-se
as células vegetais vivas, que fornecem uma fonte de nutrientes
facilmente disponiveis para fungos e outros micro-organismos.
Na parede secundaria, as microfibrilas de celulose estao organizadas
paralelamente em lamelas, formando as camadas Si, S2 e S3.
As camadas S2 s3o ricas em celulose e se encontram intercaladas
nas camadas S1 e S3, além disso, sao repletas de lignina
(WATKINSON, 2016). As camadas S1, S2 e S3, que formam a estrutura
rigida da madeira, contém celulose, hemiceluloses, lignina e menos
pectina do que a paredes celular primaria e lamela média
(EVANS; HEDGER, 2001).

A celulose e as hemiceluloses sao polimeros formados
por monossacarideos. O mondémero base da celulose é a D-glucose.
As unidades monoméricas se ligam por enlaces glicosidicas  (1— 4),
formando longas cadeias lineares unidas por ligacoes de hidrogénio
e forcas de Vander Waals, constituindo microfibrilas de celulose.
As microfibrilas formam estruturas cristalinas insoluveis de carater
fibroso, proporcionando o suporte estrutural da parede e resisténcia
a hidrolise (WATKINSON, 2016). As hemiceluloses ou polioses sao
polimeros de unidades monoméricas como hexoses (D-glicose,
D-manose e D-galactose) e pentoses (D-xilose e L-arabinose).
As polioses tém menor massa molar que a celulose e apresentam cadeias
mais curtas, com diferentes tipos de ramificacbes como actcares
e ésteres (BETTS et al., 1991).

A lignina é um polimero fenolico hidrofébico de alta massa molar.
A diferenca da celulose, formada pela unido linear de uma unidade
monomeérica tipica, a lignina apresenta uma estrutura tridimensional
e aleatoria. Essa natureza estrutural deve-se ao processo de formacao,
a lignificacdo, que consta de uma etapa enzimatica e uma quimica.
Na etapa enzimatica, lacases e/ou peroxidases, oxidam os monolignois
precursores da lignina, resultando na formacdo de radicais livres
4-hidroxifenila (unidade de lignina H), guaiacila (unidade de lignina G)
e siringila (unidade de lignina S) (Figura 1.4)(EVANS; HEDGER, 2001).
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Figura 1.4. Estrutura quimica dos monolignéis e das subunidades da

lignina
a) HO b) HO c) HO
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Cé CH;0
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d) e) 1))
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Monolignois: (a) Alcool cumarilico; (b) Alcool sinapilico; (¢) Alcool coniferilico.
Subunidades aromaéticas da lignina: (d) Lignina H; (e) Lignina S: Siringila (S);
(f) Lignina G: Guaiacila.
Fonte: adaptado de Ralph et al. (2004).

Na etapa quimica ocorre o “acoplamento aleat6rio”, onde as unidades
de lignina H, G e S, reagem “aleatoriamente” entre si, formando
diferentes compostos fenilpropanodides ressonantes (Figura 1.4).
As subunidades da lignina estao unidas por diferentes tipos de enlaces
muito estaveis e nao hidrolisaveis, como ligacoes tipo éter entre
um atomo de carbono da cadeia lateral de propano de um monémero
e um atomo de carbono do anel de benzeno de outra unidade
fenilpropandide (ligacoes aril-alquiléter ou f—O —4), ligacoes bifenila
(5—5) e bifenil-éter (5—0-4) (ARORA; SHARMA, 2010).

As caracteristicas estruturais da lignina, como a complexidade,
heterogeneidade, elevada massa molar, natureza aromatica e enlaces
estaveis e nao hidrolisaveis, estdo relacionadas com as funcoes
que realizam na planta. A lignina € responsavel por dar rigidez, suporte
e protecao as células da parede celular, proporcionando resisténcia
a estresses mecanicos e bioquimicos (BETTS et al., 1991).
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A biodegradacao da celulose é realizada pelos fungos com atividade
celulolitica. Desse processo participam enzimas extracelulares,
como exoglucanases, beta-glicosidases, celobiohidrolase e celobiase.
Nas hemiceluloses, a biodegradacao fangica ocorre pela atividade
catalitica de enzimas galactanases e hemicelulases (xilanase, mananase,
arabinase) (WATKINSON, 2016).

Diferentemente da celulose e das hemiceluloses, a lignina
é um composto recalcitrante e a sua biodegradacao é bastante complexa.
A biodegradacao da lignina est4 associada a decomposicao da madeira,
que ocorre como um processo de nutricio de varios tipos
de micro-organismos, principalmente basidiomicetos. Os fungos
que participam na ligninolise da madeira sao divididos em trés grupos:
fungos de podridao branda/mole, fungos de podridao marrom/castanha
e fungos de podridao branca. Os basidiomicetos de podridao branca,
destacam-se como os mais eficientes, devido ao seu crescimento
em forma de micélio que permite a penetracao da madeira, a secrecao
de enzimas com atividade degradadora e aos mecanismos de ataque
(ARORA; SHARMA, 2010). Esses fungos sao abordados na proéxima
Secao.

1.2.2. Fungos de podridao branca

A madeira contém entre 20-30% de lignina, fato pelo qual
a sua degradacao é bastante importante para o ciclo global do carbono
e o funcionamento e equilibrio dos ecossistemas (WATKINSON, 2016).
Dentro dos grupos de fungos com capacidade de degradar a lignina,
os fungos de podridao branca sao os inicos organismos reportados
com capacidade de mineralizar completamente a lignina em CO. e H.O
(CULLEN, 2014). Os outros grupos, fungos de podridao branda/mole
e fungos de podridao marrom, modificam a lignina de forma limitada.
Por isso, neste estudo se concede relevancia aos WRF. Esses fungos
degradam a lignina como estratégia de acesso aos carboidratos da célula
vegetal, a celulose e as hemiceluloses, para posteriormente usa-los
como fonte de energia. Alguns desses fungos se caracterizam
pela aparéncia esbranquicada que conferem a madeira sendo
descomposta, motivo pelo qual lhes foi outorgado esse nome
(WATKINSON, 2016).
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Entre os basidiomicetos de podridao branca, destacam-se os fungos
da ordem agaricomicetos como Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor e Pleurotus ostreatus, que tém sido amplamente
estudados e usados como modelos para elucidar o mecanismo, fisiologia,
e genética do seu sistema ligninolitico. Os poliporaceos, como
Ganoderma lucidum, também sao eficientes na degradacao da lignina
(CULLEN, 2014; MONEY, 2016). Os WRF sao bastante heterogéneos
e a maioria das espécies apresenta preferéncia por um tipo de madeira,
gimnospermas ou angiospermas, que tem diferentes proporcoes
de lignina, celulose e hemiceluloses. No entanto, algumas espécies
nao diferenciam qual tipo de madeira degradar (CULLEN, 2014).
Outras espécies atacam tipos de lignina especificos, como a lignina
siringila (S), que s3o menos recalcitrantes do que as unidades
de guaiacila (G) (HATAKKA, 2005). Algumas espécies preferem crescer
sobre arvores vivas, enquanto outras crescem em tocos recém - cortados,
e além disso, existem espécies que degradam a madeira de arvores
mortas (CULLEN, 2014; MONEY, 2016). Os WRF apresentam
dois mecanismos conhecidos de degradacao da madeira: o mecanismo
nao seletivo ou simultaneo e o mecanismo seletivo. No mecanismo
nao seletivo, a lignina, celulose e hemiceluloses sdo degradadas
simultaneamente, sem importar a ordem em que a degradacao acontece
(WATKINSON, 2016). Nesse mecanismo, 0o micélio penetra no limen
e cresce apicalmente, aproveitando as perfuracoes naturais na estrutura
da parede celular das células da madeira. Uma vez colonizado o lamen,
o micélio produz enzimas extracelulares que causam a erosao
ou escamacao da parede celular. Todos seus componentes
sio degradados ao mesmo tempo e na mesma Pproporcao
em que se encontram na célula (ERIKSSON, 2010; HATAKKA, 2005).

No mecanismo seletivo, primeiro sao biodegradadas a lignina
e as hemiceluloses, mas a celulose das camadas da parede celular
permanece intacta. A lignina é degradada na parede celular e na parede
secundaria das células, mas nao existem zonas de lise ou erosoes,
portanto a natureza cristalina da celulose nao ¢é destruida
até que a lignina seja degradada. Os fungos P. ostreatus e G. lucidum
usam esse mecanismo (CULLEN, 2014; ERIKSSON, 2010).
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1.2.3. Sistema enzimatico modificador de lignina

A resposta bioldgica usual para quebrar um polimero é usar enzimas
altamente especificas. Isto é bastante eficaz, uma vez que uma
quantidade @ minima de enzima deve ser sintetizada
pelo micro-organismo para romper uma ligacao repetitiva entre
as unidades monomeéricas do polimero. Na celulose e nas hemiceluloses,
por exemplo, as enzimas catalisam reacoes hidroliticas para as ligacoes
glicosidicas  (1— 4) e/ou  (1—3). Essas enzimas, entre outras, também
sao produzidas pelos WRF para degradar a celulose e as hemiceluloses
(EVANS; HEDGER, 2001).

A lignina, como previamente discutido, é um macropolimero
tridimensional heterogéneo, formado por ligacoes aleatoérias de diversos
monomeros fenilpropanoides. Portanto, a lignina nao tem um padrao
repetitivo de ligacoes e é altamente hidrofébico. Além disso, a lignina
nao tem sitios ativos no qual as enzimas possam se ligar para hidrolisar
enlaces especificos. Os basidiomicetos desenvolveram um complexo
sistema enzimatico com caracteristicas especiais, que lhes permite
contornar a recalcitrancia da lignina. Essas caracteristicas também
sdo aplicaveis na micorremediacao de compostos aromaticos
estruturalmente semelhantes a lignina. As principais caracteristicas sao:

1) Sistema enzimatico extracelular: a degradacao da lignina,
denominada “combustao enzimatica", é uma reacido violenta que
nao pode ocorrer dentro de uma célula viva. Além disso, a lignina
tem uma estrutura aromatica de alta massa molar, a qual nao pode
ser transportada dentro da célula para ser degradada intracelularmente.
As enzimas, mediadores e indutores siao secretadas para reagir
extracelularmente com a lignina (WATKINSON, 2016).

i) Sistema enzimatico nao estereosseletivo e nao especifico
pelo substrato: a irregularidade estrutural da lignina faz com
que as enzimas nao possam ser especificas para um substrato tipico,
jA que o substrato muda constantemente. Além disso, a lignina
nao tem sitios ativos ou ligagoes especificas que possam
ser reconhecidas, razao pela qual as enzimas nao sao estereosseletivas
(ARORA; SHARMA, 2010; CULLEN, 2014).
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ii1)) Enzimas com alto potencial oxidativo: como ja mencionado
anteriormente, unidades de lignina estao unidas por ligacoes C-C
e tipo éter bastante estaveis. O mecanismo para romper estas ligacoes
deve ser altamente oxidativo e nao hidrolitico (CULLEN, 2014).

O sistema enzimatico modificador da lignina, LME (do inglés: “lignin
modifying enzymes”), é constituido pelas enzimas peroxidases
dependentes de manganés E.C. 1.11.1.13 (MnPs, do inglés “manganes
peroxidases”, lignina peroxidases E.C. 1.11.1.14 (LiPs, do inglés “lignin
peroxidases”), peroxidases versateis E.C.1.11.1.16 (VPs, do inglés
“versatile peroxidases”) e lacase E.C. 1.10.3.2 (Lac). LiPs, MnPs e VPs
sao peroxidases enquanto Lac sdo feniloxidases. A producao dessas
enzimas nao é homogénea, e diferentes WRF podem produzir
uma ou mais destas enzimas, ou usar s6 algumas delas na degradacao
da lignina (ARORA; SHARMA, 2010; WESENBERG, 2003).

As peroxidases LiPs, MnPs e VPs sdo todas glicoproteinas denominadas
peroxidases de Classe II, que se diversificaram em basidiomicetos.
A peroxidase LiP foi isolada pela primeira vez do WRF
P. chrysosporium. A enzima catalisa a oxidacao da lignina aromatica
nao fenolica, tem capacidade para oxidar cadeias laterais da lignina
e compostos relacionados por supressio de um elétron para formar
radicais reativos. Também foi relatada a clivagem de estruturas de anel
aromatico. As enzimas LiPs ndao sao essenciais para a degradacao
da lignina, e varios WRF nao excretam essa enzima. O alcool veratrilico
é produzido extracelularmente como metabolito secundario que
aumenta a atividade das LiPs, provavelmente protegendo a enzima
da inativacao por excesso de H-0- (CULLEN, 2014;
WESENBERG, 2003).

MnP também foi descoberta no fungo P. chrysosporium. A enzima oxida
o Mn2+ para Mn3+ usando H»O- como oxidante. Acidos organicos, como
o acido oxalico, estimulam a MnP através da estabilizacao de Mn3+
e formam quelatos oxidantes difusiveis. O Mn3+ quelado atua como
um mediador redox altamente reativo com potencial oxidativo suficiente
para oxidar as principais unidades fendlicas da lignina, porém a enzima
nao consegue oxidar as estruturas nao fendlicas. A excisio dessas

estruturas fenodlicas é mediada por mecanismos de peroxidacao
(CULLEN, 2014; WESENBERG, 2003).
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VPs podem ser consideradas um hibrido entre MnPs e LiPs, uma vez que
podem oxidar nao s6 Mn2*, mas também compostos aromaticos
fenolicos, como alcool veratrilico, e nao fenodlicos, em auséncia
de manganés. As VPs foram descritas pela primeira vez em espécies
de Pleurotus e Bjerkandera (CULLEN, 2014).

As enzimas lacases sao produzidas por quase todos os basidiomicetos.
As Lac sao enzimas polifenol oxidases da familia oxidase que contém
cobre. Também sao chamadas de oxidases azuis. Essas enzimas contém
quatro atomos de cobre no sitio ativo, que sdao distribuidos
entre diferentes locais. As lacases catalisam a oxidacao
de uma variedade de compostos aromaticos doadores de hidrogénio
com a reducao concomitante de O- para H»O. Além disso, as lacases

oxidam os &cidos fendlicos, metoxifenodlicos e seus grupos metoxilo
(demetilacao) (CULLEN, 2014; WESENBERG, 2003).

Enzimas auxiliares, extracelulares e intracelulares, como as geradoras
de peroxido de hidrogénio, glioxal oxidase, aril-alcool oxidases,
metanol oxidase, metil-transferases e piranose-2 oxidase, também
podem ser consideradas componentes do LMS (CULLEN, 2014;
WATKINSON, 2016).

Devido a natureza heterogénea da lignina e a das enzimas do LME,
as interacOes diretas e especificas entre os substratos e as enzimas
sao improvaveis (EVANS; HEDGER, 2001). Compostos de baixa massa
molar com facil difusao e elevado potencial redox, sao usados como
mediadores na degradacio da lignina. Entre eles destacam-se
os compostos de origem natural que sao produzidos pelo fungo,
como H-0-, Mn3+, 4cidos organicos, como oxalato e malico, tidis e alcool
veratrilico. Outros compostos sintéticos tém sido testados
satisfatoriamente em laboratério como indutores das enzimas que
participam da degradacio da lignina, tais como HBT
(1-Hidroxibenzotriazol), ABTS [(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6
acido sulfonico)] e siringaldazina (4-hidroéxi- 3,5-dimetoxibenzaldeido
azina).
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1.3. MICORREMEDIACAO

A diversidade metabdlica dos micro-organismos e a sua capacidade
de biodegradar e biotransformar substratos organicos e inorganicos
estdo sendo exploradas e aplicadas no tratamento de poluentes.
A biorremediacao pode ser definida como o processo de uso
de organismos e/ou suas enzimas no tratamento desses poluentes.
Esses organismos podem ser micro-organismos como bactérias, fungos,
algas e arqueas (biorremediacdo microbiana) e plantas
(fitorremediacdo). A biorremediacdo é geralmente considerada
um método eficiente, ambientalmente compativel e menos dispendioso
para a remocao de contaminantes (SINGH; WARD, 2004).

Conforme a Secao 1.1, os fungos tém funcao essencial no processo
de biodegradacao da matéria organica e sio um componente essencial
do fluxo da energia e carbono no ambiente. As caracteristicas dos fungos
como a ubiquidade, a diversidade morfolégica, dada pelo crescimento
em forma de micélio, e a diversidade metabdlica, relacionada
com a secrecao de enzimas, os tornam eficientes na biorremediacao
de diversos tipos de xenobioticos. A aplicacao de fungos no tratamento
de poluentes é chamada de micorremediacao. Os fungos possuem varios
mecanismos que podem ser aplicados em micorremediacio,
como biodegradacao enzimatica e biossorcao.

A biodegradacao enzimatica envolve a biotransformacao desses
compostos organicos em metabolitos menos complexos. Em alguns
casos, a biodegradacao é tao eficiente que é atingida a mineralizacao:
biotransformacao completa do composto (e.g. poluente) em H-O, CO-
e minerais (SINGH; WARD, 2004). No caso de compostos inorganicos
como metais toxicos e cations radioativos, que nao podem
ser degradados, sdo biotransformados em produtos menos nocivos
para o ambiente ou sao alteradas suas caracteristicas para sua posterior
remocao por outros métodos (SINGH et al., 2014).

A biossorcao é um mecanismo que permite a remocao dos poluentes
pela adsorcao na superficie da biomassa fangica (micélio)
(KULSHRESHTHA et al., 2014).
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Na micorremediacao podem ser aplicadas as caracteristicas intrinsecas
do micro-organismo, como, por exemplo, a capacidade dos WRF
de degradar a lignina pode ser aplicada na biodegradacao de poluentes
aromaticos que possuem similaridade estrutural a da lignina.
Esses fungos sdo abordados na Sec¢ao 1.3.1. Em outros casos, os fungos
se aclimatam e adaptam a alguns tipos de poluentes. Isso pode ocorrer
por adaptacao natural ou por inducdo do homem. A diversidade
morfologica e ubiquidade dos fungos permite que a micorremediacao
seja aplicada em diferentes matrizes como no solo, sedimentos,
efluentes e residuos solidos. Isso é importante para a aplicacao
de técnicas de biorremediacao insitu (e.g. tratamento de solos
contaminados) ou exsitu (e.g. remediacao de efluentes em plantas
de tratamento ou laboratoério).

1.3.1. Micorremediacao com fungos de podridao branca

Os fungos de podridao branca (WRF) tém a capacidade de biodegradar
uma gama bastante diversificada de poluentes recalcitrantes.
Esses poluentes incluem hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos
(PHAs), bifenilos policlorados (PCBs), nitroaromaticos, inseticidas
e pesticidas, corantes e efluentes coloridos, hidrocarbonetos BTEX
(benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos), clorofendis, clorobenzenos,
tricloroetileno, etc. Para se compreender a capacidade desses
basidiomicetos de biodegradar essa grande variedade de poluentes,
deve-se considerar a funcao dos fungos nos ecossistemas, especialmente
na biodegradacao dos compostos lignocelul6sicos (Secao 1.2).

Os fungos de podridao branca tém caracteristicas morfologicas
e metabolicas que permitem a biodegradacao de estruturas aromaticas
similares a lignina, como as dos poluentes mencionados anteriormente.
Essas carateristicas sao apresentadas a continuacao:

1) Ubiquidade: permite que os WRF se desenvolvam em ambientes
naturais ubiquos, facilitando o a adaptacdo e crescimento em matrizes
diferentes (solo, efluentes e sedimentos) contendo diferentes poluentes.

i1) Crescimento micelial: permite que os WRF colonizem em diferentes
tipos de ambientes, incluindo o solo e meios s6lidos e liquidos;
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i11) Sistema enzimatico nao especifico: a natureza heterogénea da lignina
faz com que as enzimas dos WRF sejam nao especificas pelo substrato,
o que permite a degradacao de poluentes com estruturas similares.

iv) Sistema enzimatico extracelular: a lignina é uma macromolécula
que nao pode ser degradada intracelularmente. Isso € uma vantagem,
tendo em vista que a producdo de enzimas extracelulares evita
a incorporacao de poluentes toxicos no interior da célula.

v) Enzimas nao induziveis: a producdo das enzimas ligninoliticas
nao é necessariamente induzida pela lignina e, portanto, nem pelos
compostos xenobibdticos similares. Isso permite a degradacao
dos poluentes em baixas concentracoes e evita fases de adaptacao.

Desde que as enzimas ligninoliticas do fungo de podridao branca
P. chrysosporium foram identificadas e isoladas (TIEN; KIRK, 1983;
KUWAHARA et al., 1984) e posteriormente aplicadas em processos
de micorremediacao (BUMPUS et al., 1985), centenas de pesquisas
tém sido desenvolvidas procurando achar novos fungos com capacidade
de biodegradar diferentes compostos xenobioticos. Na Tabela 1.1
sdo apresentadas pesquisas recentes (desde 2015) focadas
no tratamento de xenobioticos por fungos de podridao branca.

1.3.2. Micorremediacao de corantes por fungos de podridao branca

Os WRF demostraram ser os micro-organismos mais eficientes
na biorremediacao de corantes sintéticos e efluentes contendo corantes
(KAUSHIK; MALIK, 2015). De forma similar ao tratamento de outros
poluentes, descritos na Secao 1.3.1, a eficiéncia destes basidiomicetos
na remocao de corantes € atribuida ao crescimento em forma de micélio
e ao sistema enzimatico (LMS) altamente oxidativo, nao especifico
pelo substrato, e extracelular. Essas caracteristicas dao vantagens
aos WRF sobre outros micro-organismos para o tratamento de corantes.
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Tabela 1.1. Fungos de podridao branca na micorremediacao de xenobioticos

Classificacao do poluente

Composto

Fungo — Enzima

Remocao (%) Referéncia

Nitenpyram e Dinotefuran Phanerochaete sordida 20—31 WANG et al. (2019)
Diuron (Herbicida) Trametes versicolor 30— 35 MORI et al. (2018)
Pesticidas Endrin Phlebia acanthocystis 8o XIAO et al. (2019)
Clotianidina Phanerochaete sordida — MnP 37 MORI et al. (2017)
Atrazina (herbicida) Trametes maxima — Lac 100 CHAN-CUPUL et al. (2016)
Fenantreno e Benz(a)antraceno = Pycnoporus sanguineu — Lac ~ 45—90 LI et al. (2018)
Hidro/ce.lrbonetpsf ) Naftaleno, fenantreno e pireno  P. chrysosporium — Lac 80 TAHA et al. (2017)
aromaticos policiclicos
(PAHS) Fenantreno e florueno Trametes sp. — MnP 90—95 ZHANG et al. (2016)
Fluoranteno Pleurotus pulmonarius — Lac 100 WIRASNITA et al. (2016)
Nitroaromaticos 4-Nitrofenol T. versicolor — Lac 97 LEVIN et al. (2016)
(Explosivos) 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) Phanerochaete velutina — Lac 79 ANASONYE et al. (2015)
) Tiamulin (Antibio6tico) T. versicolor — MnP 85 NGUYEN et al. (2017)
Medicamentos . . .
Diclofenaco e ibuprofeno T. versicolor — Lac e MnP 100 VASILIADOU et al. (2016)
out Dioxina Rigidoporus sp. — Lac 73 DAO et al. (2019)
utros
Solos poluidos com PCBs P. ostreatus e Irpex lacteus 40—50 STELLA et al. (2017)
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O crescimento em forma micelial permite que os WRF sejam aplicados
ao tratamento em diferentes matrizes (médio so6lido ou liquido).
Por exemplo, o fungo Trametes versicolor foi usado eficientemente
na micodegradacao de residuos solidos agroindustriais contendo
o corante Vermelho 40. O processo foi realizado em condic6es de cultivo
em fase solida (JARAMILLO etal., 2017). No entanto, outra cepa
de T. versicolor permitiu mais de 90% de degradacao de diferentes
corantes (Vermelho 114, Azul 62 e Preto 172) mas em condicoes
de cultivo em fase liquida (YANG et al., 2017).

O sistema enzimatico extracelular permite que os corantes sejam
degradados fora das células, evitando possiveis efeitos toxicos
relacionados a alta concentracao de corante. O fungo Ganoderma sp.,
por exemplo, permitiu mais de 90% de biodegradacdo dos corantes
Azul de Remazol, Indigo de Carmim e Verde de Metila em altas
concentracoes (800—1000mgL™) (LUetal.,, 2016). De maneira
similar, T. versicolor, mostrou tolerancia a altas concentracoes iniciais
dos corantes Azul 62 e Preto 172 (até 800 mg L) (YANG et al., 2017).
Adicionalmente, os extratos enzimaticos também podem ser usados
na degradacao dos corantes in vitro. O fungo Leptosphaerulina sp.,
por exemplo, foi eficiente na biodegradacio do corante téxtil
Preto de Remazol 5. Os melhores resultados foram atingidos
com o fungo crescendo no efluente, mas os experimentos
com um extrato enzimatico com alta atividade lacase, produzido pelo
fungo, também  permitiram a  degradacio do  corante
(PLACIDO et al., 2016). Similarmente, o fungo Trametes sp. mostrou
eficiéncia no tratamento in vitro dos corantes Vermelho Congo
e Indigo de Carmim (LI et al., 2014).

A pouca especificidade das enzimas ligninoliticas com o substrato
permite que os WRF sejam aplicados no tratamento de diferentes classes
de corantes ou misturas entre eles, algo comum nos efluentes
industriais. Por exemplo, Trametes versicolor permitiu a degradacao
de diferentes classes de corantes (4cidos, dispersos e reativos)
(YANG et al., 2017). Similarmente, Trametes polyzona se mostrou
eficiente na biodegradacao de varios corantes téxteis, mas além disso
permitiu a biodescoloracio de uma mistura contendo corantes
como Amarelo Levafix, Azul de Remazol e Vemelho Cibacron
(CERRON et al., 2015).
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Como ja foi mencionada, a producao de enzimas ligninoliticas nos WRF
nio ¢ homogénea e diferentes fungos podem produzir
uma ou mais dessas enzimas (ARORA; SHARMA, 2010). Isso é uma
vantagem na biodegradacao de corantes por WRF, uma vez que todas
as enzimas do LMS ja foram reportadas pela atividade de degradacao.
O fungo selecionado para o tratamento nao precisa ser necessariamente
produtor de todas elas. Em alguns casos a cepa s6 produz uma dessas
enzimas ou s6 algumas participam na biodegradacao. T. versicolor,
por exemplo, mostrou atividade Lac e MnP. No entanto, apenas Lac
participou da biodegradacao de corantes (JARAMILLO et al., 2017).
Diferentemente, MnP de Trametes sp. foi a responsavel
na biodegradacao de diferentes tipos de corantes (ZHANG et al. 2016).

As enzimas ligninoliticas sao induziveis. Varios compostos de baixa
massa molar, com facil difusao e alto potencial redox, estao envolvidos
como mediadores, cofatores e indutores da degradacao enzimatica
da lignina. Muitos deles, como H.O», Mn3 +, oxalato e 4&cido malico, ti6is
e alcool veratrilico, sdo secretados pelos WRF. Isso é uma vantagem para
o tratamento de corantes, ja que esses compostos podem ser adicionados
para aumentar a eficiéncia do tratamento. Cofatores de peroxidase
como MnCl: e H:0. e mediadores redox como HBT
(1-Hidroxibenzotriazol) e ABTS [(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6
acido sulfonico)] foram reportados por melhorar a atividade
de biodegradacdao de corantes por diferentes fungos (LI et al., 2014;
LU et al., 2016; MA et al., 2014).

Outra vantagem dos WRF no tratamento de corantes é que podem
ser usadas as cepas puras (PLACIDO et al., 2016; YANG et al., 2017)
ou consorcios microbianos. Um consoércio microbiano formado
por um WRF nao identificado e a bactéria Bacillus subtillus resultou
em 82% de degradacio do corante Vermelho de Metila
(JUSOH et al., 2017). O fungo P. ostreatus também mostrou melhores
resultados no tratamento do corante Azul de Remazol quando foi usada
a co-cultura com bactérias (lodo ativado) em biorreator. O consorcio
atingiu 95% de degradacao. A monocultura do fungo, no entanto, apenas
permitiu  77% de remocao de cor (SVOBODOVA etal., 2016).
A co-cultura de fungos também foi empregada através de um consorcio
dos WRF P. florida e R. solani resultando em 98% de degradacao
do corante Verde Brilhante. As monoculturas de cada fungo mostraram
apenas entre 60—80% de remocao de cor (KUMARI; NARAIAN, 2016).
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Existem diferentes metodologias que podem ser usadas no tratamento
de corantes ou de efluentes coloridos. As formas de aplicacao
de micro-organismos no tratamento dependem do mecanismo do fungo
a ser usado. Existem trés mecanismos principais envolvidos no processo
de remocao de corantes por intermédio dos fungos de podridao branca:
biodegradacao, bioacumulacdo e biossorcio. Nos mecanismos
de biodegradacao e bioacumulacao se usa o fungo metabolicamente
ativo. Na biossor¢ao, se utiliza a biomassa flngica viva ou morta,
usualmente pré-tratada fisica ou quimicamente. A biossorcao
é um processo metabolicamente independente. (SEN et al., 2016).

No mecanismo de biodegradacdo, as moléculas de corante
sao mineralizadas ou degradadas a compostos mais simples através
da acdo das enzimas ligninoliticas. Na bioacumulagdao as moléculas
de corantes sao acumuladas dentro do citoplasma das células fingicas.
Na biossorcao, o mecanismo de remocao esta relacionado a ligacao
das moléculas de corante aos grupos funcionais da superficie
da biomassa fangica (KAUSHIK; MALIK, 2015). Na Tabela 1.2
é apresentada uma comparacao dos trés mecanismos envolvidos
na micorremediacao.

1.3.3. Micodegradacao

O termo biodegradacao faz referéncia a transformacao biologica
de um composto quimico. Na natureza, a biodegradacio refere-se
a decomposicao enzimatica da matéria organica, principalmente
catalisada por enzimas produzidas por micro-organismos.
A biodegradacao é um processo essencial para os ciclos biogeoquimicos
do carbono, nitrogénio, e outros elementos que participam
do funcionamento dos sistemas vivos (CRAWFORD, 2011;
DAS; DASH, 2014).

Em micorremediacao, a biodegradacao ou micodegradacao, refere-se
a degradacao enzimatica de moléculas complexas a compostos menores
e mais simples. As moléculas originais sao frequentemente compostos
xenobioticos e recalcitrantes. Depois da biodegradacao, esses poluentes
sao eliminados ou biotransformados em substancias, quase sempre,
menos nocivas ou toxicas para o ambiente (SINGH; SINGH, 2015).
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Tabela 1.2. Comparacao entre os mecanismos de micorremediacao dos
fungos de podridao branca.

Caracteristica

Mecanismo

Biodegradacao

Bioacumulacao

Biossorcao

Metabolismo e
energia

Estado da
biomassa

Ligacao com as
moléculas de
corante

Principio do
mecanismo

Reversibilidade

Tempo

Processo ativo,
dependente do
metabolismo, existe
crescimento celular.

Organismo vivo,
crescendo no efluente

Reacao extracelular

Adsorcao inicial
seguida de
mineralizacio ou
biotransformacao

Processo irreversivel

Processo longo de
duas etapas

Processo ativo,
dependente do
metabolismo,
existe crescimento
celular.

Organismo vivo,
crescendo no
efluente

Ligacao inicial a
superficie celular,
seguido da
incorporacao ao
citoplasma da
célula

Adsorcao e
absorcao

Processo reversivel

Processo de duas
etapas: etapa
rapida e etapa
lenta

Processo nao depende
de metabolismo.

Para células vivas pode
ocorrer crescimento
celular

Organismo vivo ou
morto

Ligacao a superficie
celular

Adsorcao

Processo reversivel

Processo rapido
de uma etapa

Fonte: adaptado de Kaushik e Malik (2015).

A biodegradacao pode ser total ou parcial. A biodegradacao total
é chamada de mineralizacdo e define-se como a transformacao
de moléculas organicas em CO», H.O, minerais e qualquer outro
produto inorganico. Na biodegradacao parcial ou biotransformacao,
os compostos nao sao totalmente degradados, sendo alterados
e fragmentados até moléculas menores e mais simples, chamadas
de metabolitos de biodegradacao. Nessas alteracdoes, os novos
fragmentos podem ser recombinados para produzir sua forma original
ou outra estrutura (KAUSHIK; MALIK, 2015).
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Conforme ja mencionado, as enzimas ligninoliticas sao inespecificas,
e podem ser usadas na biodegradacdo de compostos aromaticos
semelhantes a lignina. Devido a semelhanca entre a estrutura quimica
da lignina e a da maioria dos corantes sintéticos, o uso de fungos
de podridao branca e/ou suas enzimas tém sido amplamente aplicado
no tratamento de corantes e efluentes de tingimento da industria téxtil
(RODRIGUEZ-COUTO, 2015). Na Figura 1.5 é apresentado um modelo
estrutural da lignina e a estrutura de alguns corantes.

Em geral, o mecanismo de micodegradacido de corantes refere-se
a quebra das ligacoes dentro da estrutura do corante (e.g. ligacoes tipo
azo em cromoforos de corantes azoicos), resultando na formacao
de subprodutos. (KAUSHIK; MALIK, 2015; VIKRANT et al. 2018).
Nos fungos de podridao branca, a biodegradacao de corantes
é um processo aerobico e dependente de energia, mediado por enzimas
lacases e/ou peroxidases (SEN etal., 2016). A biodegradacdao ocorre
geralmente em duas etapas: 1) clivagem do grupo croméforo (e.g azo),
relacionada com a remoco de cor ou biodescoloracao
(KAUSHIK; MALIK, 2015) e ii) biotransformacao dos metabolitos
de biodegradacao (e.g. aminas e grupos fenodlicos) em moléculas menos
complexas (ALI, 2010; VIKRANT et al., 2018).

A biodegradacao pode seguir caminhos diferentes, dependendo do tipo
de fungo, enzima envolvida e estrutura do corante (niimero, posicao
e classe dos grupos funcionais) (VIKRANT et al., 2018). Em alguns
casos, a biodegradacao é tao eficiente que a mineralizacao dos corantes
é alcancada (ALIL 2010). A eficiéncia da biodegradagcao na remocao
de corantes geralmente varia de 75 a 90% (KATHERESAN et al., 2018).

Todas as enzimas do sistema modificador da lignina dos fungos
de podridao branca ja foram associadas a biodegradacao de corantes.
As lacases fangicas catalisam a degradacao dos corantes aceitando
um elétron do corante (MULLALI et al., 2017). Alguns mediadores redox
como syringaldazine, HBT e ABTS sao geralmente necessarios para
melhorar a degradacdo por lacases (SOLISetal., 2012). Lacases
de Leptosphaerulina sp. (PLACIDO et al., 2016), Tramentes versicolor
(YANG et al., 2017; JARAMILLO et al., 2017), Penicillium oxalicum
(SAROJ et al., 2014) e Trametessp. (LIetal.,2014), ja foram
reportadas como as principais responsaveis na biodegradacao
de diversos corantes.
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Figura 1.5. Modelo da estrutura quimica da lignina e corantes para couro

a) . OH €——— Grupo hidroxila fenélica
HO OH Lignina-O

OMe

Lignina-O

—— i
o Estrutura furancide

Ligacdo B-0-4 ‘
éter \

OMe MeO

Ho (e] OH<€——— Grupo hidroxila
HO
(o]

OMe OMe €—————— Cadeia lateral matoxila

MeO OMe

(o] Q€———— Estrutura Dibenzodioxina
HO
OMe
Estrutura quinoide HO

Estrutura

OH prepanocide
OH
OMe
HO OMe
O
CHO <€—— Aldeido

(a) Modelo estrutural da lignina destacando partes da estrutura que possuem
similaridade com corantes sintéticos e sao alvos de ataques enzimaticos;
(b) Corante Vermelho Acido 357; (c¢) Corante Azul Acido 161.

Fonte: adaptado de Kaushik e Malik (2015).
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As peroxidases catalisam os corantes através de reacOes intermediarias
tipo redox, usando H:0. como aceptor final de elétrons
(KATHERESAN et al., 2018; SOLIS et al., 2012). P. chrysosporium,
por exemplo, mostrou eficiéncia na degradacio do corante
Vermelho Congo, (93%). A remocao esteve associada a atividade
da enzima LiP induzida por alcool veratrilico (BOSCO et al., 2017).
O fungo Bjerkandera adusta também apresentou alta atividade LiP,
permitindo entre 91 — 99% de degradacao de quatro corantes diferentes
(Vermelho 120, Azul 4, Laranja 16 e Preto 5) (SODANEATH et al., 2017).
P. chrysosporium também mostrou alta atividade da enzima MnP.
O fungo in vivo permitiu 85% de degradacdo do corante
Vermelho Congo. Um extrato enzimatico do mesmo fungo também
permitiu a degradacdo invitro do corante (BOSCO etal., 2017).
Outra enzima MnP extraida e purificada do fungo de podridao branca
Cerrena unicolour permitiu entre 80—-81% de degradacao dos corantes
Azul de Remazol e Violeta Cristal (ZHANG etal., 2018).
Duas VPs produzidas pelo fungo Cerrena sp. mostraram atividade
na degradacao do corante Azul de Remazol (HIBI et al., 2012).

Cabe ressaltar que a biodescoloracao esta relacionada com a clivagem
ou biotransformacao do grupo cromoéforo dos corantes,
e nao necessariamente confirma a degradacdo total da molécula
de corante. Para demonstrar que a biodegradacao ocorreu € necessario
identificar e analisar os metabolitos de biodegradacao. Além disso,
os metabolitos produzidos nao sao necessariamente menos toxicos
que a molécula original. Algumas aminas aromaticas e fenois,
por exemplo, podem ter maior toxicidade e menor biodegradabilidade
que os corantes precursores. Por isso é importante analisar a toxicidade
dos efluentes antes e depois do tratamento (SEN et al., 2016;
BRUSCHWEILER; MERLOT, 2017;). Na Tabela 1.3 sio apresentadas
pesquisas recentes (desde 2015) focadas na micodegradacao
de corantes por WREF.
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Tabela 1.3. Biodegradacao de corantes por fungos.
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Fungo

Corante

Enzima

Biodegradacio CondicOes operacionais

Referéncia

[Concentracao] 2 [Atividade maxima] P (%) tempo; pH; T¢; agt. 4
Trametes villosa Laranja Acido 142  Lac (500 U L™1) > 90 ::g,?:l azs(,;gH= 5-5; T=30; gI;{Igé\/ll(()))NSALVE
Peroneutypa scoparia  Vermelho 97 [100] Lac (10 U mL™?) 93 6 h; pH= 6,0; T=40; PANDI et al. (2019)
Peyronellaea prosopidis Vermelho Escarlata aefo(%gnlfir?ilnr:gl)ng) e LiP 90 5 dias; pH = 6,0; T = 35; ?ﬁ)ljé()OLE etal.
Coriolopsis sp. éiz(l)llle?: 31‘%;(511?([)1[(?(())]] iﬁ;’lgiee NADH-DCIP > 80 14 dias; pH = 5,0; estatico lgggll\gSK etal
Trichoderma harzianum %Saé?nj aMordente  _ 83 30 dias; pH = 3,0; agt.= 120 ng?gg ARATA et al.
Ceriporia lacerate E/l(:)r(r)lielho Congo MnP (113.82 Umin™! mg) 90 :gst'h: ?g)z 8,0;T=30 WANG et al. (2017)
Trametes villosa Xjﬁ?ﬁlchl%faggg Lac (1150-1550 UL™1) > 90 212’?3,15 (})I = 5:5; T =30; Sti{léévl[%NSALVE
Trametes versicolor éﬁ:ilélc}il%OAi? 1614 ?gf;l; (Ilj,lrﬁg{ 111)1 L™)eLac > 90 ggfisi;g{ =50; T=28; YANG et al. (2017)
Leptosphaerinasy.  JomeieNoaon Lae(@o UL gy odispizserT o PLACDOwL
Ganoderma sp. ?52(;1(1)33% Remazol Lac (6700 U LY > 05 gg6th=’ 11);; 50; T =28; LU et al. (2016)
Trametes polyzona Azul de Remazol Laccase o7 96 h; pH = 6,0; T = 28; CERRON et al.

[400] agt.= 175 (2015)

a Concentracio inicial de corante (mg L™1); P Méxima atividade enzimatica; ¢ T, Temperatura (°C ); 9 agt, Agitacdo (rpm).
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1.3.4. Biossorcao e bioacumulacao

A biossorcao é um processo de adsorcao que ocorre em um biomaterial.
O processo envolve uma fase solida adsorvente (biossorvente)
e uma fase liquida que contém o adsorvato a ser biossorvido (ALI, 2010).
Na biossorc¢ao de corantes por fungos, o mecanismo consiste na ligacao
de varios grupos funcionais presentes na parede celular flingica como
amino, carboxila, tiol e fosfato, com as moléculas de corante.
Outras reacdes como interacoes eletrostaticas, intercimbio ibnico,
quelacao e microprecipitacao também podem ocorrer entre os grupos
da parede celular e as moléculas de corante. Esse é um processo
metabolicamente independente e rapido, podendo ser completado
em poucas horas (KAUSHIK; MALIK, 2015).

Como a biossorcdo nao depende do metabolismo celular,
ela é independente de energia e, portanto, podem ser usadas células
vivas ou mortas. Isso é uma vantagem, ja que podem ser usados
biossorvente de baixo custo como residuos de biomassa flingica
de processos de fermentacdo industrial ou biorremediacao
(AKSU, 2005; KAUSHIK; MALIK, 2015). Além disso, usar células
mortas economiza os custos de adicao de nutrientes e do controle
de variaveis operacionais focadas na manutencao do micro-organismo,
necessarias em processos de biodegradacio e bioacumulacio.
A biomassa morta pode ser utilizada e armazenada por longos periodos
sem afetar a sua capacidade de biossorc¢ao, além do mais, a sua operacao
é facil, a regeneracdo é simples e a reutilizagio € viavel
(KAUSHIK; MALIK, 2015). A biomassa morta de T. villosa,
por exemplo, era descartada depois da biodegradacao de corantes.
No entanto, esses residuos de biomassa foram aproveitados
para preparar um biossorvente que permitiu a remocao do corante
Azul Acido 161 em solucdo aquosa e efluentes simulados contendo
esse corante (PUCHANA et al., 2017). A biomassa morta do fungo
Panus tigrinus  também  mostrou eficiéncia na  biossorc¢ao
do corante Azul Reativo 19, permitindo 83% de descoloracao
(MUSTAFA et al., 2017).
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A biossorcao obedece a uma distribuicao termodinamicamente definida
entre as fases solida e liquida em equilibrio. Essa distribuicao é expressa
como a quantidade de corante biossorvido por peso seco da biomassa.
O equilibrio do sistema é definido pelas isotermas de adsorcao,
que descrevem a interacao do corante em solucao com a biomassa
fingica, a uma temperatura constante. As isotermas mais usadas
para descrever a remocao de corante através da biomassa fiingica
sao as de Langmuir e Freundlich (AKSU, 2005).

Varios parametros como pH, temperatura, concentracao inicial
de corante e tipo de corante, tém influéncia no rendimento do processo.
A capacidade de biossorcao da biomassa pode ser aumentada por certos
pré-tratamentos fisicos ou quimicos como secagem, autoclavagem
ou suspensao em substancias organicas ou inorganicas para modificacao
de grupos funcionais (KAUSHIK; MALIK, 2015).

A principal desvantagem da biossorcao de corantes é que o problema
nao é erradicado, porque o poluente nao é degradado, mas, em vez disso,
é transferido a outra matriz. Nessa transferéncia, é necessaria
a posterior eliminacdo da biomassa microbiana contendo corantes.
(ALI, 2010).

A Dbioacumulacdo ¢é definida como a acumulacdo intracelular
de um composto. Isso ocorre em duas etapas: i) o primeiro estagio
é um processo de adsorcio na superficie celular (biossorc¢ao).
Essa etapa érapida e nao depende de energia, ii) o seguinte passo
é um processo metabdlico lento no qual o sorbato é transportado ao
interior das células e é acumulado no citoplasma (CHOJNACKA, 2010).

Processos de  micorremediacio  focados no  mecanismo
de bioacumulacdo sao mais frequentes em fungos unicelulares,
leveduras, tais como Candida guilliermondii (NGO et al., 2016)
e Scheffersomyces spartinae (TAN et al., 2016). A bioacumulacao
também foi relatada em fungos miceliais, como o Aspergillus lentulus,
que mostrou permitir 76% de remocao do corante Vermelho de Remazol
por biossorcao seguida de bioacumulacao (MATHUR et al., 2018).
Outro fungo com potencial de bioacumulacao é o Beauveria bassiana,
que permitiu entre 88—97% de descolorac¢ao, por meio desse mecanismo
(GOLA et al., 2017).
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A aplicacdo da bioacumulacao na remocao de corantes com fungos
de podridao branca nao é comum, devido ao fato desse processo
depender das condicoes operacionais, implicando na adicao
de nutrientes e na manutencdo do  micro-organismo
(CHOJNACKA, 2010). Nesse mecanismo o0 corante permanece quase
intacto no interior da biomassa microbiana para a sua posterior
eliminacao. Apoés essa analise, a biodegradacao enzimatica e biossor¢ao
terminam sendo mais eficientes (ALI, 2010). Na Tabela1.4
sao apresentadas pesquisas recentes (desde 2015) focadas na biossorc¢ao
e bioacumulacao de corantes por fungos.

Conforme mencionado anteriormente, os basidiomicetos de podridao
branca sao mais utilizados em processos de micorremediacao mediado
pela biodegradacao enziméatica, mas a biossorcao e a bioacumulacao
de corantes podem ocorrer concomitantemente e ter participagao
naremocao de corante como no caso dos fungos Coriolopsis sp.
(CHEN et al., 2015), Leptosphaerulina sp. (PLACIDO et al., 2016),
Ceriporia lacerata (WANG et al., 2017) e P. chrysosporium
(BOSCO et al., 2017). No presente trabalho é abordado principalmente
o mecanismo de micodegradacao.

1.3.5. Fatores que afetam a micorremediacao

Os ecossistemas sao ambientes dinamicos com condicoes abidticas
variaveis, como pH, temperatura, disponibilidade de oxigénio, metais,
sais, etc. Os fungos, que tém um papel fundamental nos ciclos globais
do carbono nitrogénio, estdo adaptados aos seus ambientes
e sdo afetados pelas alteracoes desses parametros. Consequentemente,
suas atividades de biodegradacdo e biotransformacao também
sdao afetadas. Assim, a eficiéncia dos fungos na micorremediacao
dos corantes e outros xenobidticos, depende em grande parte desses
parametros. A otimizacao de tais variaveis operacionais € de vital
importancia para o sucesso do tratamento. Nesta secdo, alguns
dos fatores que afetam a biodegradacio de corantes sintéticos
sdo discutidos. Esses fatores podem ser variaveis dependendo
do mecanismo do micro-organismo que serd utilizado. A revisao
esta mais orientada a biodegradacao enzimatica.

36


https://doi.org/10.1016/j.envint.2009.12.001
http://dx.doi.org/10.1007/s11270-010-0382-4
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2014.09.014
http://dx.doi.org/10.1186/s40643-016-0084-x
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2016.12.015
http://doi.org/10.1080/09593330.2016.1271019

Tabela 1.4. Biossor¢ao/Bioacumulacao de corantes por fungos.

SANTIAGO ORTIZ-MONSALVE

Corante

Remocao Capacidade maxima

Quantidade de

Fungo [Concentracao] 2 Mecanismo (%) de adsorcao. (mgg) adsorvente (g L) Tempo  Referéncia
o . Vermelho Congo . ~ . AZINe
Mucor circinelloides [150] Biossorc¢ao 94 169,49 10 180 min. MOGHIMi (2018)
. Vermelho Reativo Biossorcao e . MATHUR
Aspergillus lentulus [2000] Bioacumulacao 74,6 151 4-5 150 min. o4 o1, (2018)
e Vermelho Congo . ~ . BOURAS
Penicillium glabrum [50] Biossorc¢ao - 101,01 0,33 180 min. etal. (2017)
. . Vermelho Congo . ~ LU
Aspergillus niger [50] Biossorcao >98,5 263,2 8o 12h et al (2017)
. p . - PUCHANA
Trametes villosa Azul Ac. 161[100] Biossorcao 89,47 221,6 1,2 24 h et al. (2017)
Panus tigrinus Azul Reativo 19 Biossorc¢ao 83,18 - 15 90 min MUSTAFA et al.
[50] ’ " (2017)
oo . Verde Brilhante  Biossorcao e DIL
Yarrowia lipolytica [50] Bioacumulacao 99,93 65,35 B 16 h et al. (2017)
.. 2. . - - 2 5days BANKOLE
Diutina rugosa Azul Indigo[10]  Biossorcao 99,7 et al. (2017)
- . Verde de Biossorcao e ASFARAM
Yarrowia lipolytica Malaquita [35]  Bioacumulagio *°° a a 24h et al. (2016)
e . Vermelho Congo . ~ WANG
Penicillium janthinellum [50] Biossorc¢ao >99 344,83 20 24 h et al. (2015)
Trametes pubescens Vermelho Congo Biossorcao 97,96 495,24 0,5 60 min. SIetal. (2015)

[100]

2 Concentracdo inicial de corante (mg L™1)
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1.3.5.1. pH

Geralmente, as enzimas da maioria dos basidiomicetos mostram
maiores atividades de biodescoloracao e biodegradacdo em condicgoes
de pH Aacidas a neutras, variando entre 4,0 e 5,0, sendo essa a faixa
de pH na qual os fungos crescem normalmente (ALI, 2010;
KAUSHIK; MALIK, 2009). Isso leva a conclusao de que os melhores
rendimentos de biodegradacao enzimatica serdo conseguidos nessa
faixa de pH. Os efluentes industriais, contudo, nem sempre
se encontram com esses valores de pH. Os efluentes de tingimento
industriais, incluindo efluentes de acabamento molhado de couro,
apresentam valores usuais de pH mais alcalinos, porém esse pH
é bastante variavel. As cepas fingicas que mostrem atividade enzimatica
em uma faixa de pH mais ampla, portanto, serao as mais adequadas para
uma possivel aplicacao industrial.

As enzimas ligninoliticas do fungo T. trogii, por exemplo, mostraram
atividade maxima numa faixa de pH bastante ampla, variando
de 6,0 a 11,0 (YESILADA et al., 2002). De maneira similar, o fungo
P. chrysosporium, que apresentou maxima atividade de biodegradacao
em pH 7,0, também foi eficiente numa faixa mais ampla de pH variando
entre 3,0 e 7,0 (SENTHILKUMAR et al., 2011). Os fungos podem
apresentar tolerancias diferentes a condicOes alcalinas ou Aacidas.
Uma cepa de Ceriporia lacerata, por exemplo, foi bastante suscetivel
a mudancas de pH: a descoloracao foi significativa somente no pH
de atividade enzimatica 6tima, equivalente a 7,0 (WANG et al., 2017).

No caso de tratamentos focados na biossorcio, é necessario levar
em consideracao as cargas das moléculas de corante e a carga do micélio.
As paredes celulares fingicas sao compostas por polissacarideos, quitina
proteinas e lipidios que contém véarios grupos funcionais como aminas,
carboxilas, tiois e fosfatos, que ligam as moléculas de corante
(AKSU, 2005). O pH da solucao afeta a ionizacao do corante e a carga
superficial da biomassa, afetando assim a sua interacao
(WANG et al., 2017). Para o fungo T. villosa observou-se que as cargas
positivas nos grupos funcionais da biomassa aumentaram a biossorcao
de 4nions do corante Azul Acido 161, carregado negativamente, devido
a atracao eletrostatica (PUCHANA et al., 2017).
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1.3.5.2. Concentracao inicial de corante

A capacidade de degradacao enzimatica dos fungos de podridao branca
é reduzida pelo aumento da concentracao inicial de corante. A maioria
dos autores concluem que o aumento da concentracao inicial de corantes
tem influéncia negativa na atividade enzimatica e na producao
de biomassa, fator atribuido ao efeito téxico nas células do fungo,
crescentes com maiores concentracoes de corante (ALI, 2010).
Além disso, o aumento da concentracao do corante resulta em alteracoes
no pH e uma maior quantidade de substancias inibitérias,
como saise metais pesados, associados as estruturas de corantes.

Alguns fungos, no entanto, sdo menos suscetiveis a esses efeitos.
Altas concentracoes de corante podem induzir a atividade de oxidases
e peroxidases pela presenca de grupos fenoélicos na estrutura. Lacases
sdo oxidases que usam uma variedade de compostos fenolicos como
doadores de hidrogénio. Compostos quimicos com natureza fenolica
sao indutores de lacase, como resultado da similaridade com a estrutura
molecular da lignina (COPETE—PERTUZ et al., 2015).

Uma cepa de Ganoderma sp., por exemplo, demonstrou tolerancia
as altas concentracoes de corante, obtendo 93,7% de descoloracao
de Laranja Reativo 16 em 4000 mg L' (MA et al., 2014). A mesma cepa
também mostrou resisténcia a concentracao elevada de Azul deRemazol,
apresentando valores entre 83,6—902,6% de descoloracao
em 4000—5000mg L~ (LU et al., 2016). A lacase de P. sanguineus
foi induzida por altas concentracdes do corante Acido Arminico,
o que aumentou a atividade enzimatica e a capacidade de biodegradacao
(HERNANDEZ et al., 2017).

1.3.5.3. Temperatura

A temperatura ¢é um fator ambiental muito importante
para as atividades naturais de biodegradacao dos fungos, afetando
a taxa de crescimento e reproducao dos mesmos. Além disso, as enzimas
tém uma temperatura oOtima, que propicia uma maior atividade
enzimatica. Os fungos ambientais possuem diferentes temperaturas
otimas de crescimento, com a maioria crescendo numa faixa com valores
entre 25 e 35 °C (ALI, 2010).
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Consequentemente, as temperaturas Otimas para o tratamento
enzimatico de corantes por fungos de podridao branca dependem
de cada micro-organismo a ser usado, mas os fungos que demonstram
potencial de biodegradacao numa ampla faixa de temperatura sao mais
interessantes para possiveis aplicacoes industriais. Para o fungo
Ceriporia lacerata, por exemplo, a temperatura foi um parametro
importante na biodescoloracao do corante Vermelho Congo. O fungo
apresentou taxas de descoloracao crescentes entre 4—30 °C, até atingir
o melhor resultado de 88% de descoloracao, a uma temperatura de 30 °C
(WANG et al., 2017).

No mecanismo de biossor¢ao, o efeito da temperatura é diferente.
A maioria dos autores conclui que a capacidade de biossor¢ao
da biomassa flingica aumenta com o aumento da temperatura.
A temperatura produz um efeito de expansao estrutural na parede
de quitina dos fungos, permitindo a entrada e saida de ions de corantes
que penetrem na estrutura. A temperatura também aumenta a energia
cinética das moléculas de corante, facilitando sua movimentacao
(KAUSHIK; MALIK, 2009). No fungo T. villosa, o processo
de biossorcao do corante Azul Acido 161 foi eficiente a uma temperatura
de 30°C (PUCHANA etal., 2017). De modo similar, a biomassa
do fungo depodridio branca T.versicolor, mostrou melhores
rendimentos de biossorcao a uma temperatura de 35 °C. O rendimento
de remocao de cor aumentou quando a temperatura foi aumentada
até 35 °C (BAYRAMOGLU; ARICA, 2007).

1.3.5.4. Agitacao e aeracao

Nos ecossistemas, os fungos de podridao branca tém natureza aero6bia;
portanto eles precisam de oxigénio para crescimento e manutencao.
Além disso, as enzimas ligninoliticas sdo oxidases ou peroxidases
que precisam de oxigénio na sua acdo  catalitica.
Cada fungo tem necessidades de oxigénio diferentes (ALI, 2010).
Na micorremediacdo de corantes, a exigéncia de oxigénio também
tem influéncia no rendimento do tratamento. A agitacdo favorece
atransferéncia e a distribuicdo de nutrientes e oxigénio
(RODRIGUEZ-COUTO, 2015).
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A morfologia do fungo também ¢é afetada pela agitacao.
Em cultivo estatico, os fungos crescem formando uma suspensao
homogénea de biomassa flutuando na superficie do meio de cultura
(micélio aéreo). No entanto, quando crescidos com agitacao
em cultivo em fase liquida submersa, os fungos formam pequenas
esferas de micélio (pellets), que se distribuem homogeneamente
pelo meio de cultura, devido a rotacao orbital. A disposi¢ao em forma
de pellets da biomassa pode favorecer as condicoes de aeracao
e agitacao, aumentando a transferéncia de oxigénio e nutrientes da fase
liquida as células em crescimento (RODRIGUEZ-COUTO, 2015).
Os autores diferem sobre o efeito direto da agitacao
na atividade enzimatica, alguns afirmam que a agitacao tem um efeito
negativo na atividade das enzimas ligninoliticas (ALI, 2010).

Pesquisas recentes mostram que a agitacio permite atingir valores
de atividade enzimaética suficientes para biodegradar e/ou biodescolorir
corantes sintéticos. A biodegradacio de Vermelho Congo pelo fungo
Ceriporia lacerate, por exemplo, apresentou os melhores resultados
em condicoes de agitacio a 120 rpm (WANG etal., 2017).
Para Coriolopsis sp., os melhores valores de biodescoloracio,
de mais de90% nos corantes Violeta Cristal, Violeta de Metila
e Azul de Algodao, foram atingidos com 120 rpm (CHEN et al., 2015).
O corante téxtil Laranja Reativo 16 foi biodegradado por lacases
de Ganoderma sp. em condicoes de agitacio de 150 rpm
(MAetal., 2014). Posteriormente, outra cepa de Ganoderma sp.
mostrou eficiéncia na micorremediacao do corante Azul de Remazol,
atingindo entre 8097% de descoloracdo. A condicio de 150 rpm
de agitacio foi Otima para o tratamento (LU etal., 2016).
Leptosphaerulina sp. obteve mais de 90% de descoloracao do corante
Preto de Remazol com uma agitaciio de 150 rpm (PLACIDO et al., 2016).

1.3.5.5. Nutrientes

Os métodos de micorremediacao que envolvem a aplicacao dos fungos
crescendo metabolicamente ativos no efluentes siao dependentes
da adicdo de nutrientes. Esses nutrientes sao constituidos,
principalmente, por fontes de carbono e nitrogénio.
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O carbono funciona como fonte de energia para o crescimento
e a sobrevivéncia do fungo e como doador de elétrons na quebra
enzimatica de ligacoes nas moléculas de corante, como a ligacao azoica
nos cromoéforos. A fonte de carbono, portanto, é essencial para mediar
a biodegradacao enzimatica (RODRIGUEZ-COUTO, 2015).
Embora os compostos aromaticos semelhantes a lignina, como
os corantes e outros xenobioticos, sejam ricos em carbono, até agora
nao foi possivel demonstrar que esses compostos possam servir
como fonte tnica de energia (ERIKSSON, 2010). Existem poucas
bactérias capazes de usar o carbono nos corantes como sua fonte tinica
de carbono. Essas bactérias clivam as liga¢cOes azoicas de forma redutiva
e utilizam as aminas como fonte de carbono e energia (ALI, 2010).

No caso dos fungos, a producao das enzimas ligninoliticas est4 associada
ao metabolismo secundario, o que indica a necessidade da adicao
de wuma fonte de carbono alternativa (ERIKSSON, 2010;
SWAMY; RAMSAY, 1999). A fonte de carbono mais comum usada
nas pesquisas reportadas nesta secao foi a glicose, carboidrato simples
que representa a principal fonte de energia para o metabolismo priméario
(LU et al., 2016; WANG et al., 2017). Na maioria dos casos a adicao
de glicose como fonte ftnica de carbono primario aumenta
a biodescoloracao dos corantes, no entanto, em alguns casos é necessaria
a presenca de varias fontes de carbono e, em outros, a presenca
de algumas fontes de carbono pode inibir a atividade enzimatica
e a descoloracdo (SOLIS et al., 2012). Além do tipo de fonte de carbono,
sua concentracao também €é um parametro importante. Baixas
concentracoes de carbono podem ser insuficientes para a ativacao
do sistema enzimatico ligninolitico e altas concentracoes de carbono
podem inibir as enzimas e diminuir a biodegradacao. Esses parametros
dependem do fungo usado no tratamento (SOLIS et al., 2012).
O fungo Armillaria sp., por exemplo, foi testado na micodegradacao
do corante Vermelho Ac.27 usando diferentes fontes de carbono.
Os rendimentos de remocao foram glicose (86%) > sacarose (66%)>
melaco (51%)> frutose (41%). No entanto, os autores reportaram
que altas concentracoes de glicose provocaram a repressao catabolica
das enzimas ligninoliticas (ADNAN et al., 2016).
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A glicose é uma fonte de carbono facilmente utilizavel pela maioria
dos fungos em condicoes de laboratorio. No entanto, fontes de carbono
alternativas mais econdémicas devem ser utilizadas industrialmente
no tratamento de efluentes: na descoloracio do corante
Laranja Reativo 16 usando o fungo de podridao branca Cyathus bulleri,
farelo de trigo e residuos de casca de laranja. O fungo mostrou
alta atividade enzimatica lacase e apresentou elevados valores
de descoloracao (VATS; MISHRA, 2017). Similarmente, o fungo
Pycnoporus sanguineus permitiu 80% de descoloracao do corante
Azul de Remazol, usando como fonte de carbono o melaco de cana
de acticar (MARIM et al., 2016).

Fontes de nitrogénio, organico e inorganico, sao essenciais para
o crescimento dos fungos. O nitrogénio também é bastante importante
na atividade de biodegradacao das enzimas ligninoliticas. A eficiéncia
da descoloraciao, portanto, também depende da adiciao de fontes
de nitrogénio. O metabolismo do nitrogénio organico é considerado
essencial para a regeneracao do NADH. Em varias espécies de fungos,
no entanto, altas concentracoes de nitrogénio podem inibir a atividade
das enzimas ligninoliticas (ALI, 2010; KAUSHIK; MALIK, 2009).

A maioria dos autores concordam no fato de que meios de cultura
com limitacdo de nitrogénio favorecem a producao e atividade
das enzimas ligninoliticas (RODRIGUEZ-COUTO, 2015). A adicio
de diferentes fontes de nitrogénio, organicas e inorganicas, entretanto,
nao apresentam diferencas significativas nas atividades enzimaticas
nem no potencial de biodescoloracao de varios fungos
(ADNAN et al., 2016; REVANKAR; LELE, 2007). No fungo Armillaria,
foi avaliado o efeito de diferentes fontes de nitrogénio na atividade
de enzimas ligninoliticas e a descoloracio do corante
Vermelho Acido 27. Os autores concluiram que nio houve diferenca
significativa na descoloracao, atingindo valores entre 70—73% para
as diferentes fontes de Nitrogénio usadas (cloreto de amonio, ureia,
peptoma e extrato de levedura (VATS; MISHRA, 2017). No fungo
Pycnoporus sanguineu, o uso de diferentes fontes de nitrogénio, como
ureia e extrato de levedura, também nao afetou a atividade enzimatica
nem o rendimento da biodescoloracio do corante Azul de Remazol
(MARIM et al., 2016).
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Concluiu-se que meios com limitacdo de nitrogénio favorecem
a atividade enzimatica e a descoloracdo, e que diferentes fontes
de nitrogénio nao influenciam significativamente nessas atividades
nos fungos de podridao branca. Fontes de nitrogénio mais baratas
devem ser selecionadas para aplicacoes industriais ou a grande escala.

1.5. AVANCOS RECENTES NO TRATAMENTO DE CORANTES POR
WRF

Desde que o potencial do fungo P.chrysosporium para degradar
e descolorir corantes poliméricos foi descrita pela primeira vez
(GLENN; GOLD, 1983), centos de pesquisas tém sido desenvolvidas
para aprimorar a eficiéncia da micorremedia¢ao de corantes e efluentes
de tingimento. Varias revisoes dos avancos tecnologicos na area estao
sendo publicadas regularmente, compreendendo um grande nimero
de pesquisas (FU; VIRARAGHAVAN, 2001; KAUSHIK; MALIK, 20009;
ALL 2010; SOLIS et al., 2012).

Uma extensa revisdo ja foi apresentada sobre micorremediacao
na dissertacdo de mestrado “Estudos de descoloracdo de corantes
para couro por isolados fingicos nativos” (ORTIZ-MONSALVE, 2015).
No presente estudo sao discutidas, principalmente, pesquisas recentes
publicadas desde 2015. Nesta secao é apresentado o estado da arte
de avancos recentes na area. Na Tabela 1.5 sdo revisadas as principais
pesquisas sobre micorremediacao de corantes e efluentes de tingimento
envolvendo o uso de fungos de podridao branca.

Apesar do potencial dos WRF para o tratamento de corantes e outros
xenobioticos e do grande nimero de pesquisas na area, os sistemas
de tratamento de efluentes que utilizam micorremediacao ainda nao sao
comumente aplicados em escala industrial. Isso se deve a algumas
limitagoOes e desvantagens do sistema, tais como a necessidade de adicao
de nutrientes, a esterilizacdo e o ajuste e controle de variaveis
operacionais. Outros fatores relacionados as caracteristicas
dos efluentes, como pH bastante acido ou alcalino, altas concentracoes
e misturas de corantes, condicoes nao estéreis e presenca de outros
compostos recalcitrantes (como surfactantes, metais pesados, acidos,
etc.), elevadas temperaturas e grandes volumes de efluente, terminam
sendo fatores limitantes para a real aplicacao em escala industrial.
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As pesquisas recentes tém se centrado na solucao destas limitacoes,
na operacao em escalas maiores, na imobilizacao enzimatica e celular,
extracao e purificacao de enzimas, manipulacao genética, configuracoes
de biorreatores, rotas e andlises de metabolitos de degradacao,
uso de consoércios microbianos e biodetoxificacao de efluentes contendo
corantes (ecotoxicidade, citotoxidade e genotoxicidade).

Como mencionado anteriormente, o sistema enzimatico de degradacao
da lignina é desenvolvido no metabolismo secundario. Embora os
efluentes e o corantes contenham carbono, a maioria dos WRF precisam
de uma fonte de carbono assimilavel adicional para garantir
o crescimento e sobrevivéncia. A maioria dos estudos apresentados
na literatura é desenvolvida em escala de laboratorio e usa glicose como
fonte de energia. No entanto, isso nao é possivel em escala industrial,
jA& que representaria altos custos de operacao. Industrialmente,
esta limitacao é contornada usando residuos de outras induastrias como
fontes de nutrientes.

Residuos lignocelulosicos, melaco de cana, farelo de trigo,
casca de laranja e arroz, ja foram reportados como fontes de nutrientes
eficientes para o micotratamento de corantes e efluentes de tingimento
(ADNAN et al., 2016; MARIM et al., 2016; VATS; MISHRA, 2017).

Pensando em aplicacoes industriais, estudos em escala de reator
sdo muitas vezes necessarios para avaliar a eficiéncia da tecnologia
desenvolvida. Diferentes configuracoes de biorreator tém sido propostas
por varios pesquisadores. O desenho do reator depende do mecanismo
fangico que serd aplicado no tratamento. Os reatores mais usados
sio os de tanque agitado continuo, reatores de leito fixo
ou leito fluidizado.

Uma cepa de Irpex lacteus, por exemplo, foi eficiente no tratamento dos
corantes Laranja Reativo 16 e Azul de Hidroxi-naftol, em reator de leito
fluidizado (SIMA et al., 2017). Similarmente, o fungo de podridao
branca  Marasmiellus  palmivorus foi  bastante eficiente
na biodescoloracdo dos corantes Verde Acido 28 e Azul Reativo 220,
atingindo 90% e 75% de descoloracdo, respetivamente
(CANTELE et al., 2017). A configuracdo de reator de leito fixo
foi adequada para o tratamento com o fungo P. ostreatus, que atingiu
40,6% de remocao do corante Azul Brilhante de Remazol
(SVOBODOVA et al., 2016).
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O uso de biorreatores esta relacionado com a imobilizacao celular.
Até agora, no presente estudo, o crescimento em forma de micélio
foi apresentado como uma das principais vantagens dos WRF
em processos de biorremediacao. No entanto, o crescimento micelial
disperso no biorreator é associado a dificuldades de operacao,
como obstrucdo de canos, crescimento nas paredes e agitadores,
formacdo de espuma e aumento da necessidade de mistura
e fornecimento de oxigénio. A imobilizacdo da biomassa fingica reduz
essas limitacoes, pelo que essa area tem sido foco de pesquisa recente.
Os suportes usados na imobilizacdo podem ser de encapsulamento,
como alginato, agar e quitosana, e de adesdo, como esponjas de nylon
e como espuma de poliuretano (RODRIGUEZ-COUTO, 2009).

O fungo Pleurotus ostreatus, por exemplo, foi imobilizado em espuma
de poliuretano no tratamento do corante Azul de Remazol e efluentes
simulados, apresentando entre 50-95% de remocao de cor
(SVOBODOVA et al., 2016). Similarmente, o fungo Irpex lacteus
foi eficiente na biodescoloracao dos corantes Azul Brilhate de Remazol,
Laranja Reativo 16 e Azul de Naftol, em um processo de tratamento
usando alginato de calcio como agente de imobilizacio
(SIMA et al., 2017). Materiais alternativos também podem ser usados
como suportes para imobilizacao. O fungo T. versicolor, por exemplo,
foi imobilizado em residuos de sorgo (planta graminea),
para o tratamento de efluentes industriais. A cepa atingiu 80%
de remocao de biodescoloracio em condicoes nao estéreis
(ZAHMATKESH et al., 2017).

Pesquisas recentes também focam na combinacdo de micorremediacao
e processos fisico-quimicos. Um processo de adsorcio do corante
Vermelho Acido 40 usando residuos agroindustriais combinado
a um processo de micorremediacao do residuo sélido contendo o corante
por meio do fungo T. versicolor é o exemplo da aplicacao desse método.
Esse tratamento combinado permitiu a remocao do corante do efluente
(adsorcao) e a degradacio do corante do residuo solido
(micorremediacao) (JARAMILLO et al., 2017). Similarmente,
o tratamento combinado usando micorremediacio com o fungo
P. chrysosporium e oxidacao fotocatalitica permitiu a remocao
dos corantes téxteis Vermelho Acido 88 e Vermelho Reativo 180
(DEVECI et al., 2016).
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Outro avanco importante no tratamento de efluentes de tingimento
é aextracdo e purificacio das enzimas ligninoliticas envolvidas
no processo. Uma nova lacase purificada a partir de Trametes sp.,
por exemplo, mostrou alta estabilidade em diferentes condi¢coes de pH
e temperatura. O extrato enzimatico permitiu mais de 60% de remocao
de cor dos corantes Preto de Eriocromo T, Azul de Brilhante de Remazol
e Verde de Malaquita (WANG et al., 2018). Similarmente, uma enzima
MnP de Trametes sp. foi extraida e purificada. A enzima mostrou-se
resistente a presenca dos ions metalicos Ni2*, Li*, Ca2*, K*, Mn2*
e permitiu entre 85-95% de biodescoloracio dos corantes Indigo
de Carmim, Azul Brilhante de Remazol, Violeta de Remazol 5R
e Verde de Metila (ZHANG et al. 2016). Outra enzima MnP, mas extraida
e purificada de Cerrena unicolour BBP6 foi efetiva na descoloracao
dos corantes Vermelho Congo (53,9%), Laranja de Metila (77,6%),
Azul de Remazol (81,0%), Azul de Bromofenol (62,2%)
Violeta Cristal (80,9%) (ZHANG et al., 2018).

1.6. COURO

O processo de producao de couro é um dos procedimentos industriais
mais antigos do mundo. A cadeia de manufatura envolve uma sequéncia
de operagOes unitarias que empregam compostos organicos
e inorganicos, tais como sais de cromo, taninos, sulfetos e corantes.
Essa industria tem relevancia econémica no Brasil, ja que o pais tem um
dos maiores rebanhos comerciais do mundo e tornou-se um importante
produtor e exportador de couro a nivel mundial (ABQTIC, 2019).

De forma geral, o processo de producao de couro estd baseado
na transformacao de uma pele animal, um recurso natural renovavel,
em artigos manufaturados de primeira necessidade, como vestuario,
calcado, etc. A pele, verde ou salgada, é transformada em couro através
de uma série de operacoes unitarias que visam a limpeza, a estabilizacao
e as qualidades de acabamento do produto. O processamento divide-se
em trés fases principais: ribeira, curtimento e acabamento.
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Tabela 1.5. Estado da arte recente envolvendo o uso de WRF no tratamento de corantes e efluentes de tingimento.

Espécie de WRF Corante/Efluente Escala Mecanismo Micorremediacdo Observacao Referencia
Cerrena unicolor Vermejlho ango, , . Biodegradacao Até 90% de Extragao e pu rificacio de MnP. . ZHANG
Laranja Metila, Laboratorio in vitro (MnP) remocio de cor Enzimas resistentes a diferentes ions et al. (2018)
Azul de Remazol ¢ metalicos. Tratamento in vitro )
Cyathus bulleri  Efluente téxtil Laboratorio Biodegradacao Foram usadas fontes alternativas
real in vitro 40% de de nutrientes Farelo de trigo e casca ~ VATS
remocao de cor  delaranja e analisadas as rotas et al. (2017)
de degradacao
Trametes sp. Preto Eriocromo, Laboratério Biodegradacao Extracdo e purificacao de lacase.
Azul de Remazol in vitro (lacase) 60% Enzimas resistentes em pH WANG
Verde Malaquita de remocao cor e temperatura elevada. Tratamento et al. (2018)
in vitro
T. versicolor Eﬂuentfe Laboratoério BlOQegradagao Até 80% Tratamento sgquenmalodura(r)lte . ZAHMATKESH
industrial (500 mL) in vivo (lacase) ~ 19 dias, permitindo 80%, 70%, 50%
de remocao cor o ~ et al. (2017)
e 40% de remocao
M. palmivoru Azul Reativo 220 Reator de Biodegradacao Tratamento por biodegradacao
Verde Acido 28 tanque in vitro (lacase) 75—90% de enzimatica usando um reator CANTELE
agitado remocao de cor  de tanque agitado. Foram avaliadas et al. (2017)
diferentes condicoes de operagao.
Trametes sp. indigo Carmim Laboratério Biodegradacdo Extracao e purificacdo de MnP.

Azul de Remazol
Verde de Metila
Violeta Remazol

in vitro (MnP)

Entre 85—-95%

Enzimas resistentes a diferentes ions

de remocao de cor metéalicos. Tratamento in vitro

ZHANG
et al. (2016)
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1.6.1. Processamento do couro

A fase de ribeira envolve varios processos mecanicos, quimicos
e biolégicos, que tem como objetivo remover sujeira, pelo, epiderme,
proteinas nao colagenosas e gordura da pele verde ou conservada,
visando abrir as fibras de coldgeno de modo a favorecer os processos
subsequentes de curtimento e acabamento. Apds o processo da ribeira,
o couro piquelado esta preparado para uma facil penetracao dos agentes
de curtimento (MELLA et al., 2015; WANG et al., 2016).

No curtimento, as peles sao tratadas com agente curtente que reage
com a proteina da pele, deslocando a agua intercelular e combinando-se
com as fibras de colageno. Os processos de curtimento sao classificados
de acordo com o agente de curtimento aplicado, como sais de cromo
ou taninos. O curtimento usando sulfato de cromo é o método mais
comum, resultando em couros leves, de menor custo e de alta resisténcia
(AGUSTINI et al., 2018).

O acabamento visa conferir as caracteristicas definitivas do couro,
como cor, firmeza, maciez e toque, atendendo as especificacoes
do produto, tais como resisténcia fisico-mecanica, fisico-quimica
e microbiologica. O acabamento molhado é realizado em meio aquoso
e inclui a desacidulacao, recurtimento, tingimento e engraxe,
ap6s o couro é submetido aos processos de pré-acabamento
(como o amaciamento) e acabamento (como a aplicacao de produtos
poliméricos formadores de filme sobre o couro) (GOMES et al., 2016).

1.6.2. Tingimento de couro

O tingimento é uma operacdo realizada na etapa de acabamento
molhado do couro. O processo visa conferir as caracteristicas sensoriais
do produto, como a cor, saturacdo e uniformidade, garantindo
a estabilidade quimica e fisica do couro. O tingimento tem bastante
importancia nas operacoes de pods-curtimento, uma vez que essas
caracteristicas relacionadas com a aparéncia sao as primeiras a serem
avaliadas, de modo visual, pelo consumidor.
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O tingimento é realizado no couro ja curtido e consiste na fixacao
de moléculas de corantes organicos soliveis a rede de fibras da pele
por meio das atracoes eletrostaticas. Assim, nivelam-se e corrigem-se
defeitos no lado da flor, parte externa, com o objetivo de elevar
a qualidade do couro. Convencionalmente, essa etapa é realizada
em fuldes contendo banho aquoso, nos quais sao adicionados o couro
curtido e os corantes em po6. O fulao é um reator cilindrico usualmente
disposto horizontalmente, configurado para rotar em torno do seu eixo
horizontal e fornecer a acdo mecanica que facilita a penetracao
dos solutos na solucdo aquosa, como corantes, a pele ou couro
(PICCIN et al., 2016).

Os corantes sao moléculas organicas de natureza aromatica, soluveis
em meio acido, neutro ou basico e possuem uma estrutura molecular
nao saturada (eletricamente instaveis). A maioria dos corantes usados
na inddstria tém origem sintética. Os corantes tém a capacidade
de conferir sua propria cor ao material sobre o qual se fixam.
As moléculas de corante se compoem de dois elementos principais:
o cromoforo, encarregado de dar a cor carateristica de cada corante
e os auxdécromos, que complementam a acdo do cromoforo e ajudam
a tornar as moléculas de corante solaveis em agua e aprimorar a fixacao
nas fibras da pele (HUNGER, 2003; MELLA et al., 2017a).

Os corantes para couro precisam ter caracteristicas especiais e sao
selecionados de acordo com a tecnologia de curtimento e tingimento
a ser aplicada. Os corantes acidos sao os mais utilizados na indtstria
do couro devido a sua capacidade de fixacao a superficie do substrato.
Cerca de 1500 corantes de curtume estao listados no Colour Index e mais
de 1000 sdo corantes acidos (PUNTENER, 2002).

Os corantes acidos empregados na industria de couro sao geralmente
azoicos ou antraquinonicos, associados a complexos metalicos
(PANDI et al., 2019). Esses corantes sao os mais usados, devido ao seu
amplo espectro de tons, maior brilho, intensidade e por conferirem boa
uniformidade e estabilidade a cor do produto. Os corantes azoicos
caracterizam-se pelo grupo croméforo tipo azo (-N=N-), que pode
estar em diferentes propor¢oes (monoazo, diazo, triazo ou poliazo),
ligado, geralmente, a radicais fenil e naftil, que, por sua vez, estao ligados
em diferentes combinacoes de grupos funcionais, como amino (NH.),

cloro (Cl), hidroxilo (OH), metilo (CHj3) e sais de sdédio (SOsNa).
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Os grupos funcionais dos corantes ligam-se covalentemente a superficie
do couro, conferindo alta estabilidade e  resisténcia,
que sao as propriedades mais importantes dos corantes
(RODRIGUEZ-COUTO, 2015). Durante a etapa de acabamento
molhado, outros compostos, além dos corantes, sdo adicionados
ao processo para garantir a qualidade desejada e as propriedades fisicas
e quimicas do produto. Entre esses compostos estao os agentes
recurtentes, 0leos, e surfactantes, entre outros (PICCIN et al., 2016).

1.6.3. Efluentes de tingimento

Conforme ja mencionado, o tingimento é realizado em meio liquido,
envolvendo um alto volume de dgua. Os corantes tém diferentes taxas
de exaustdo do meio aquoso e diferentes maneiras de fixacao.
Além disso, o couro é um produto natural com uma estrutura
tridimensional complexa, e tanto no interior quanto na superficie
das fibras, ha variacoes de espessura e densidade, além de outros fatores
como a distribuicdo irregular das gorduras, sulcos e dobras,
e as imperfeicoes naturais da pele, como cicatrizes e rugas.
Essa natureza heterogénea da pele tornam o couro um substrato dificil
de tingir (PUNTENER, 2002).

Algumas vezes, visando garantir uma maior fixacdo, os produtos
de acabamento sao aplicados em excesso. Problemas de difusao
e afinidade causam o esgotamento incompleto dos corantes.
A concentracao de corante no efluente varia em grande medida,
dependendo da tecnologia de curtimento e tingimento empregada,
capacidade da planta e tipo de couro e corante selecionados
(PUNTENER, 2000).

Além dos corantes, muitos dos compostos quimicos utilizados
no acabamento molhado como surfactantes recurtentes e auxiliares
de tingimento, também sao descartados junto com o efluente contendo
corante. Os efluentes de acabamento molhado caracterizam-se
pela presenca de cor, alta demanda biolégica de oxigénio (DBO),
alta demanda quimica de oxigénio (DQO), altas concentragoes
de carbono organico total (COT) e nitrogénio (TN) e toxicidade
(GUTTERRES et al., 2015; SAXENA et al., 2017).
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A descarga de efluentes sem tratamento adequado é motivo de grande
preocupacao, nao sé pela poluicio visual indesejavel associada
a cor das aguas residuais, mas também pelos impactos negativos
no meio ambiente, como a inibicao da fotossintese aquéatica, a reducao
de capacidade de reoxigenacao da agua, deplecao de oxigénio dissolvido
e toxicidade aguda e crénica que afetam a flora, a fauna e humanos
(RODRIGUEZ-COUTO, 2015). Portanto, o tratamento de efluentes
de acabamento molhado contendo corantes continua sendo um desafio
que motiva a aplicacdo de novas estratégias de tratamento.

1.6.4. Processos fisico-quimicos de tratamento

Tecnologias de tratamento fisico-quimicas e biol6gicas sao usadas para
o tratamento de dguas residuais de curtume. Essas tecnologias incluem:

) Pré-tratamento-equalizacao/neutralizacao, onde os efluentes
sao submetidos a tratamento primario para separar sélidos
suspensos por técnicas fisicas ou quimicas como coagulacao,
floculacdo e filtracao;

i1)  Tratamento biolégico, secundario ou de lodos ativados,
onde a matéria organica ¢é estabilizada usando
micro-organismos;

it1)) Tratamento terciario, que envolve processos fisico-quimicos
como adsorcio, troca ionica, oxidacdo quimica
ou eletroquimica, osmose reversa, 0zonizacao e separacgao
por membrana. (MELLA et al., 2017a; SAXENA et al., 2017).

As tecnologias convencionais nao sao sempre completamente
adequadas para o tratamento de corantes por causa de fatores
como custo, aplicabilidade limitada, baixa eficiéncia, grandes
quantidades de lodo remanescente, que envolvem manipulacao
e disposicao dos residuos produzidos e/ou regeneraciao de materiais
adsorventes saturados. Além disso, esses métodos muitas vezes
nao degradam totalmente os corantes nos efluentes, o que representa
grande preocupacdo para os ecossistemas e sadde humana
(MELLA et al., 2017a; SAROJ et al., 2014).
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O tratamento dos efluentes contendo corantes continua motivando
pesquisas para a aplicacdo de novas tecnologias como ozonizacao
(MELLA et al., 2017a), oxidacao Fenton (CRUZet al., 2017;
KARTHIKEYAN et al., 2015) e emprego de materiais adsorventes
alternativos como  residuos sblidos de couro curtido
(GOMES et al., 2016; PICCIN et al., 2016) ou residuos de pelo
(MELLA et al 2017b), carvao ativado produzido a partir de lodo residual
de plantas de tratamento de efluentes de curtume
(PUCHANA et al., 2016) e biomassa de micro-organismos como algas
(DA FONTOURA et al., 2017) ou fungos (PUCHANA et al., 2017).

A  micorremediacdo desses efluentes também aparece como
uma alternativa rapida, barata, menos dispendiosa e ambientalmente
compativel.
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HIGHLIGHTS

A Brazilian native fungal strain of Trametes villosa SCS-10 was able
to biodecolourise and biodegrade different leather dyes.

The biodecolourisation and biodegradation of dyes have been confirmed
by UV-vis and FT-IR spectral analyses.

Invitro and insitu conditions of treatment have been studied
and compared.

The amount of colour removal by biodegradation and biosorption has
been quantified by the use of the enzyme inhibitor sodium azide (NaN3).
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ABSTRACT

In the present work, the potential of Brazilian native white-rot fungi
strains, collected and screened to produce extracellular ligninolytic
enzymes, was evaluated for the biodecolourisation and biodegradation
of different azo tannery dyes. The strain SCS-10 showed high activity
of ligninolytic enzymes and allowed the colour removal of dyes in solid
media. This isolate was characterised morphologically and identified
as Trametes villosa, based on a molecular analysis of the internal
transcribed spacer (ITS) region sequences. T. villosa SCS-10 showed
high biodecolourisation efficiency for the dyes assessed, achieving
05.71 £ 1.29, 92.76 + 0.99 and 96.84 + 1.39% for Acid Red 357,
Acid Black 210 and Acid Blue 161, respectively, at 100 mg L1, 30 °C,
pH 5.5 and 150 rpm, within 168 h of treatment. Remarkable peaks
of laccase activity (1150—1550 U L-') were observed during specific
periods in the biodecolourisation process. The complete inhibition
of Lac activity by sodium azide (NaN3, 0.1 mM) led to biodecolourisation
values of 13.29 + 0.93, 12.30 + 0.46 and 20.05 + 2.08% for AR357, AB21o
and ABse1, respectively. These results confirmed the main role of laccase
in colour removal, although biosorption also had a minor involvement
in biodecolourisation. Invitro assays also showed efficiency
in decolourisation of the leather dyes. A crude extract produced
by T. villosa allowed 85.45 + 3.43% (AR3s57), 76.96 +1.39% (AB210)
and 90.17 + 0.97% (ABis1) of biodecolourisation when enhanced
by 1-hydroxybenzotriazol (HBT, 1 mM). UV-vis and FT-IR spectral
analyses confirmed the occurrence of biodegradation mediated by
laccase as the mechanism responsible for colour removal.
T. villosa SCS-10 was able to tolerate high initial concentrations of the
dyes (200—1000 mg L.-1) and a wide range of pH (4.0-8.0) during
biodecolourisation. The native isolate T. villosa SCS-10 is considered
a suitable candidate for the treatment of dye-polluted wastewater from
the leather industry due to the mechanisms of enzymatic biodegradation
and biosorption.

KEYWORDS

Biodecolourisation, Biodegradation, Biosorption, Leather dyes,
White-rot fungi, Trametes villosa.
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CHAPTER III
Biodecolourisation and biodetoxification of
dye-containing wastewaters from leather dyeing by

the native fungal strain Trametes villosa
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HIGHLIGHTS

A native strain of T. villosa SCC-10 was used in the treatment of tannery
wastewaters.

Wastewaters were produced from real dyeing of leather performed
in a pilot scale drum.

T. villosa allowed over 90% of colour removal and over 80% of COD
and TOC reduction.

The fungal treatment reduced toxic effects over R.subcapitata
and V. fisheri.

The treated wastewaters did not present cytotoxicity in the cell line V.
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ABSTRACT

The native fungal strain Trametes villosa SCS-10 was investigated
for its ability to treat wastewaters from real dyeing of leather produced
in pilot-scale. Four types of wastewater using different compositions
and dyes (Acid Red 357 and Acid Orange 142) were produced and used
in the assays. Three culture conditions were studied. The efficiency
of the treatment was assessed in terms of mycoremediation:
biodecolourisation, reduction of chemical oxygen demand (COD),
biological oxygen demand (BOD), total organic carbon (TOC)
and biodetoxification. The treatment resulted in between 50-70%
of biodecolourisation and 40-60% of COD and TOC reduction
of the raw wastewater without nutrient addition (No). However, when
wastewaters were supplemented with a high (N:) and a reduced (No.5)
nutrient supply, over 90% of biodecolourisation and over 80% of COD
and TOC reduction were achieved. The treatment Noj; allowed
the highest values of colour, TOC and COD reduction, which were
related to the major peaks of laccase activity (1000—-1300 U L™1).
The ecotoxicity assays with Raphidocelis subcapitata and Vibrio fisheri
demonstrated that the fungal treatment resulted in 50-70%
of biodetoxification. The MTT assay revealed that the treated
wastewaters did not present cytotoxic effects to the cell line V.
These promising results show that Trametes villosa is suitable
for the treatment of wastewater from leather dyeing. Further studies
are required to improve the applicability of selected fungal strains in the
treatment of wastewater from the tannery industry.

KEYWORDS

Mycoremediation, Biodecolourisation, Biodetoxification, White-rot
fungi, Trametes villosa, Leather-dyeing wastewater.
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CAPITULO IV
Remocao do corante para couro Azul Acido 161
pela combinacao de adsorcao em biocarvao
e degradacao por cultivo de Trametes vilosa SCS-10

em fase sblida

Artigo submetido no Jornal Science of the Total Environment.

Agosto 2019.

AUTORES
Santiago Ortiz-Monsalve, Mariliz Gutterres, Patricia Valente, Jersson Placido,

Sandra Bustamante - Lopez, Diane Kelly e Steve Kelly.

HIGHLIGHTS

A eficiéncia de adsorcao do corante Azul Acido 161 (AAs61) em biocarvéo
derivado de cavaco de madeira (BC) foi aumentada pela ativacao
termoquimica com KMnOy;

A eficiéncia de adsorcdo do corante AAis: em biocarvao derivado
de cavaco de madeira ativado com KMnO, (KBC) foi otimizada
utilizando um planejamento de experimentos Box-Behnken (BBD)
e Metodologia da Superficie de Resposta (RSM);

BC e KBC foram matrizes adequados para o cultivo em fase solida
de T. villosa;

O cultivo em fase solida de T. villosa levou a biodegradacao do corante
adsorvido em KBC;

KBC regenerado pelo cultivo em fase sélida (RKBC) foi eficientemente
reutilizado para outro ciclo de adsorcao de AAse:.
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RESUMO

A adsorc¢ao em biocarvao e micorremediacao com fungos de podridao
branca sao estratégias promissoras no tratamento de corantes a partir
de matrizes so6lidas e liquidas. Este estudo apresenta um tratamento
combinado usando adsor¢io em biocarvao derivado de cavacos
de madeira e micodegradacao sob cultivo de Trametes villosa SCS-10
em fase soélida, para remocao do corante para couro
Azul Acido 161 (AAs). Na primeira etapa, o biocarvio derivado
de cavaco de madeira (BC) foi ativado termo-quimicamente
com NaOH (NBC) e KMnO,4 (KBC). BC, NBC e KBC foram avaliados

pela eficiéncia na adsorcao de AA;6. KBC mostrou a maior eficiéncia
de adsorcao (85,1 + 1,0%) em 24 h de contato. A ativacao termoquimica
com KMnO, modificou as propriedades fisicas e quimicas de KBC,
aumentado a area superficial (50,4 m2 g-1), o tamanho de poro (1,9 nm)
e a presenca de grupos funcionais de superficie. O planejamento
de experimentos Box-Behnken (BBD) e a Metodologia da Superficie
de Resposta foram usadas para otimizar a eficiéncia de adsorcao.
Nas condicoes Otimas, pH 3.0, dose de adsorvente 2gL,
e concentracao inicial de corante 100 mg L1, a eficiéncia de adsorcao
de AAs6: foi maior (91,9 + 1,0%). Na segunda etapa, o biocarvao (BC)
e biocarvao ativado (KBC) suplementados com nutrientes (1% extrato
de malte e 0.5% peptona) foram usados como matrizes para o cultivo
de T. villosa em fase solida. Depois de 15 dias, T. villosa apresentou
crescimento de micélio (86,8 +0,8%) e atividade lacase
(621,9 + 62,3 U L-1). O cultivo em fase solida foi usado na remocao
do corante adsorvido no biocarvao, levando a 91.4+1.3%
de biodegradacao. Finalmente, o KBC regenerado pelo cultivo em fase
solida (RKBC) foi eficientemente reutilizado para outro ciclo
de adsorcao de AAie1, atingindo 79,5 + 2.0% de adsorcao de corante.
Este estudo revelou o potencial do tratamento combinado usando
adsorcdo em biocarvao derivado de cavaco de madeira e cultivo
de T.villosa SCS-10 em fase soOlida, para remocao de corantes
para couro a partir de solugdes aquosas e efluentes.

PALAVRAS CHAVES

Corantes para couro, biocarvao, adsorcao, Trametes villosa, lacase,
biodegradacao, cultivo em fase solida.
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CONCLUSOES

O tratamento de corante para couro e efluentes de tingimento de couro
através de micorremediacao pela cepa Trametes villosa SCS-10, se mostrou
viavel, permitindo a biodescoloracdo, biodetoxificacio e reducao
da demanda quimica de oxigénio, demanda biologica de oxigénio
e carbono organico total;

Trametes villosa foi eficiente na biodescoloragao/biodegradacao
dos corantes para couro Laranja Acido 142, Preto Acido 210, Azul Acido 161
e Vermelho Acido 357, em condicdes de cultivo em fase liquida
(solucao aquosa e efluentes reais) e cultivo em fase so6lida;

Durante o tratamento, cepa mostrou atividade notavel da enzima
ligninolitica lacase (até 1500 U L*) e permitiu a remocao de mais de 90%
da cor dos corantes avaliados;

Os ensaios envolvendo o uso de inibidores da lacase demonstraram
como a inibicdo da enzima por Azida sodica NaNj3 (0,1 mM) resultou
em apenas 10 a 20% de remocao de cor, sugerindo a biodegradacao
enzimatica como o principal mecanismo envolvido na micorremediagao;

A biodegradacao enzimatica foi confirmada através dos experimentos
in vitro, nos quais um extrato enzimatico bruto produzido por T. villosa
também mostrou eficiéncia na biodescoloracao dos corantes para couro,
quando foi induzido pelo mediador redox 1-hidroxibenzotriazol
(HBT, 1 mM). Os experimentos in vitro reduziram o tempo de operacio;

As analises do espectro UV-Vis permitiram construir os perfis
de biodescoloracao in vivo relacionadas com a atividade lacase. As analises
espectrofotométricas FT-IR foram usadas para avaliar a biodegradacao
enzimatica como mecanismo responsavel pela remocao de cor. A biossorc¢ao
teve uma participacao menor na biodescoloragao;

T. villosa mostrou resisténcia e eficiéncia no tratamento dos corantes
para couro em uma ampla faixa de concentracdo inicial de corante
(100—1000 mg L) e pH (3,0-8,0). As condicoes acidas sao comuns
em efluentes industriais, sugerindo o potencial da cepa para o tratamento de
efluentes reais de tingimento;
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A micorremediaciao foi eficiente no tratamento de efluentes reais
de tingimento, permitindo mais de 90% de biodescoloracao e mais de 80%
de diminuicao da demanda quimica de oxigénio e carbono organico total;

O micotratamento também permitiu a biodetoxificacao dos efluentes,
mostrando de 50 a 70% de diminuicao nos ensaios de ecotoxicidade usando
os organismos R. subcapitata e V. fisheri. O tratamento também permitiu
a reducao nos efeitos citotéxicos dos efluentes sobre a linha celular V79;

A combinacao dos tratamentos de micorremediacao e adsorc¢ao usando
materiais derivados de Dbiocarvao, foi um método eficiente
para a biodegradacao do corante Azul Acido 161;

O corante Azul Acido 161 foi removido de soluciio aquosa por adsorcio
em biocarvao. O corante adsorvido no material foi degradado por T. villosa
em condicoes de fermentacdo em estado sblido. O material adsorvente
foi reusado em um novo ciclo de adsorcio, mantendo a capacidade
de remocao de corante;

T. villosa SCS-10 é considerado um candidato adequado para o tratamento
de corantes para couro e efluentes de tingimento contendo corantes.
Sao necessarios mais estudos para melhorar a aplicabilidade das cepas
selecionadas no tratamento de efluentes de tingimento da industria de couro.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Algumas sugestoes para trabalhos futuros sao apresentadas:

i. Uso de residuos agroindustriais como fontes alternativas de carbono
e nitrogénio;

ii. Extracao, caracterizacao e purificacdo das enzimas lacases (Lac)
e manganeés peroxidase (MnP), produzidas por T. villosa;

iii. Estudos da imobilizacdo enzimatica e/ou celular para aumentar
a eficiéncia de biodescoloracao/biodegradacao;

iv. Estudos das possiveis rotas metabdlicas de degradacao dos corantes
e caracterizacao dos metabolitos produzidos;

v. Escalonamento do processo para escala piloto e industrial;

vi. Analise dos custos do processo.
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