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RESUMO

Os efluentes gerados pela industria téxtil contém elevadas concentracdes de corantes sintéticos
e outros compostos quimicos, representando um desafio ambiental devido a sua toxicidade e a
dificuldade de remocdo por métodos convencionais de tratamento fisico-quimico. Nesse
contexto, os processos biologicos que utilizam microrganismos destacam-se como alternativas
sustentaveis para o tratamento de efluentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
de fungos filamentosos ndo imobilizado e imobilizado em esponja vegetal (Luffa cylindrica),
para descolorir o corante reativo azul BF-5G (AZ-BF-5G). Foram utilizados dois fungos
filamentosos: Penicillium sp. (ascomiceto) e o isolado B20 (basidiomiceto). Foram testadas
diferentes concentragdes de biomassa fiingica, tempos de incubagao e concentragdes do corante.
A esponja vegetal foi escolhida como suporte de imobilizagao devido a sua biodegradabilidade,
disponibilidade e alta porosidade. Também foi avaliada a capacidade de reutilizagdo da
biomassa imobilizada em ciclos subsequentes de descoloracao e a eficiéncia na descoloragdo
de efluente simulado por Penicillium sp. imobilizado. Inicialmente, o micélio ndo imobilizado
de ambos os isolados foram testados. Penicillium sp. apresentou 80,92 + 5,08% de descolorag¢ao
em 24 horas, enquanto o isolado B20 descoloriu 54,1 + 7,2% no mesmo periodo. O aumento da
concentragdo do corante resultou em redugdo da capacidade de descoloracao, evidenciando a
importancia da imobiliza¢do como estratégia de prote¢ao contra estresses ambientais. O sistema
de imobiliza¢cdo em esponja vegetal mostrou-se eficiente, com descoloracdes de 32,7 +2,0% e
87,04 £ 2,7% para B20 e Penicillium sp., respectivamente. O isolado B20 imobilizado
demonstrou maior eficiéncia em descolorir concentragoes elevadas de corante,
enquanto Penicillium sp. destacou-se pela capacidade de descoloragdo em tempos menores de
incubagdo, reutilizagdo da biomassa imobilizada por trés ciclos e descoloragao de efluente
simulado. Os resultados reforcam o potencial da esponja vegetal como suporte para
imobilizagdo de fungos filamentosos. Conclui-se que Penicillium sp. ¢ B20 apresentam
capacidade de descoloracdo do corante AZ-BF-5G, destacando-se como alternativas para o
tratamento de efluentes téxteis, contribuindo, dessa forma, para praticas industriais mais
sustentaveis.

Palavras-chave: Imobilizacdo; Luffa cylindrica; Azo corante; Biodescoloracdo;

Micorremediacdo; Esponja vegetal.
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ABSTRACT

The effluents generated by the textile industry contain high concentrations of synthetic dyes
and other chemical compounds, representing an environmental challenge due to their toxicity
and the difficulty of removal by conventional physico-chemical treatment methods. In this
context, biological processes using microorganisms stand out as sustainable alternatives for
effluent treatment. The aim of this study was to evaluate the ability of filamentous fungi, both
in non-immobilized and immobilized structure on vegetable sponge (Luffa cylindrica), to
decolorize the reactive blue BF-5G dye (AZ-BF-5G), as well as to investigate the possible
mechanisms of decolorization, such as biodegradation and biosorption. Two filamentous fungi
were used: Penicillium sp. (ascomycete) and the isolate B20 (basidiomycete). Different fungal
biomass concentrations, incubation times, and dye concentrations were tested. The vegetable
sponge was chosen as an immobilization support due to its biodegradability, availability, and
high porosity. The reusability of the immobilized biomass in subsequent decolorization cycles
and the efficiency in decolorizing simulated effluent by immobilized Penicillium sp. were also
evaluated. Initially, the non-immobilized mycelium of both isolates was tested. Penicillium sp.
showed 80.92 + 5.08% decolorization within 24 hours, while isolate B20 decolorized 54.1 +
7.2% in the same period. Increasing the dye concentration resulted in reduced decolorization
capacity, highlighting the importance of immobilization as a strategy to protect against
environmental stress. The immobilization system on vegetable sponge proved to be efficient,
with decolorization rates of 32.7 = 2.0% and 87.04 + 2.7% for B20 and Penicillium sp.,
respectively. The immobilized B20 isolate demonstrated greater efficiency in decolorizing high
dye concentrations, while Penicillium sp. stood out for its ability to decolorize in shorter
incubation times, reuse of immobilized biomass for three cycles, and decolorization of
simulated effluent. The results reinforce the potential of the vegetable sponge as a support for
the immobilization of filamentous fungi. It is concluded that Penicillium sp. and B20 have the
ability to decolorize the AZ-BF-5G dye, standing out as promising alternatives for the treatment
of textile effluents, contributing to more sustainable industrial practices.

Key-words: Immobilization; Luffa cylindrica; Azo dye; Biodecolorization; Mycoremediation;

Vegetable sponge.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se na produgdo de tecidos por possuir uma cadeia téxtil
completa, que abrange desde a obtencao da fibra até a confec¢do de pecas para o consumidor
final. Segundo a Associagdo Brasileira da Industria Téxtil e de Confecc¢ao (ABIT), em 2021, o
pais faturou R$ 190 bilhdes e empregou 1,34 milhdo de pessoas, demonstrando a relevancia
econdmica e social do setor. No entanto, para a producdo de uma tonelada de tecido, sdao
utilizados, aproximadamente, 200 m*® de 4gua, o que resulta na geragdo de efluentes
contaminados com insumos quimicos, como corantes, metais e surfactantes, além de residuos
fisicos, como fibras sintéticas ou organicas (Ramos et al., 2021).

Efluentes téxteis contaminados com corantes, quando despejados sem
tratamento adequado, representam uma ameaga ambiental significativa, especialmente para
ecossistemas aquaticos. Além disso, muitos desses corantes possuem caracteristicas
carcinogénicas e mutagénicas (Cox; White, 2019), tornando sua presenca em corpos hidricos
perigosa tanto para a fauna e flora aquatica quanto para os seres humanos. Diante disso, o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) tem implementado regulamentagdes
rigorosas que exigem o tratamento adequado de efluentes téxteis antes de seu descarte,
objetivando mitigar os impactos ambientais negativos.

As técnicas convencionais de tratamento fisico-quimico sdo eficazes na
remocao de contaminantes sélidos e quimicos, mas podem gerar residuos, como lodo ativado,
que demandam etapas adicionais de tratamento, elevando os custos do processo (Adane;
Adugna; Alemayehu, 2021). Nesse contexto, o tratamento por descoloragdo biologica surge
como uma alternativa promissora. Esse método consiste no emprego de microrganismos, como
bactérias e fungos, para a remogdo de corantes, aproveitando sua capacidade intrinseca de
decompor moléculas complexas. Essa abordagem ¢ considerada mais ecoldgica e
economicamente vidvel em comparagao aos métodos convencionais.

Os fungos possuem a capacidade de excretar diversas enzimas lignoliticas,
como peroxidases e lacases, que auxiliam na biodegradagdo de compostos complexos, como
exemplo, temos as moléculas de corantes. Além disso, a parede celular fliingica ¢ composta por
uma matriz complexa de polissacarideos que contribui para a biossor¢do de corantes, sem
alterar ou clivar as moléculas (Sen et al., 2016). A eficiéncia da descoloragao depende de fatores
como a espécie flngica, a estrutura da molécula do corante e a forma de utilizagdo do micélio

(Rajhans et al., 2021).
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Embora células livres sejam eficazes, elas podem ficar expostas a estressores
ambientais, o que limita sua aplicagdo. Uma alternativa ¢ a imobilizacdo celular, que pode
proteger o microrganismo e/ou melhorar sua atividade enzimatica. Diversos suportes podem
ser utilizados para imobiliza¢do, no entanto, visando a sustentabilidade e ao baixo custo,
destacam-se alternativas naturais, como carragenina e esponjas vegetais, que representam
escolhas mais ecoldgicas (Przystas; Zablocka-Godlewska; Grabinska-Sota, 2018).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de
fungos filamentosos imobilizados em esponja vegetal e de fungos ndo imobilizados na
descoloragdao do corante téxtil Azul Reativo BF-5G. Além disso, buscou-se explorar o
espectrofotometro de UV-Vis e espectroscopia de FT-IR e refor¢ar a importancia de praticas

sustentaveis no setor industrial.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a capacidade do ascomiceto Penicillium sp. e do basidiomiceto B20
em descolorir o corante azul reativo BF-5G, empregando biomassa ndo imobilizada e

imobilizada em esponja vegetal (Luffa cylindrica).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a descoloracdo fingica, empregando diferentes concentragdes
de corante téxtil azul reativo BF-5G em tempos de incubagdo
distintos.

e Avaliar a capacidade de imobilizagdo de células fungicas em esponja
vegetal.

e Avaliar ensaios de descoloragdo empregando biomassa flngica
imobilizada.

e Avaliar a capacidade de descoloracio de biomassa fungica

imobilizada, empregando efluente téxtil simulado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CORANTES TEXTEIS

A busca por pigmentos existe desde os primeiros grupos de seres humanos.
Plantas, minerais e animais forneceram os primeiros corantes naturais utilizados. No periodo
Paleolitico superior (30.000 A.C.), carvao e oxido de ferro eram utilizados para pinturas
rupestres em cavernas. A cor purpura foi descoberta a partir da excrecao de moluscos marinhos.
Na época do Império Romano, o seu uso estava restrito apenas para vestimenta de imperadores
devido a dificuldade de obtengao e ao seu alto custo, sendo mais valiosa que o ouro. Contudo,
0 acesso a diversos tipos de pigmentos s6 ocorreu apos 1856, quando William Henry Perkin,
por acidente, descobriu a Mauveina, sendo o primeiro corante sintético patenteado, tendo
revolucionou todo o mercado de corantes do mundo (Abel, 2012).

Atualmente, os corantes estao presentes em quase todos setores das industrias,
utilizados para coloragdo de couros, cosméticos, papéis, alimentos, produtos farmacéuticos e
tecidos, este ultimo sendo o maior consumidor de corantes sintéticos (Tkaczyk; Mitrowska;
Posyniak, 2020). Segundo o Relatério do IEMI (Inteligéncia de mercado), com apoio da
Associagdo Brasileira de Industria Téxtil (ABIT), em 2022 a cadeia téxtil brasileira
movimentou cerca de R$ 193,2 bilhdes em negdcios, além de gerar 1,3 milhdo de postos de
trabalho. Em relacdo as exportagdes téxteis, ocorreu um faturamento de US$ 4,84 bilhoes,
refor¢ando a relevancia econdmica da industria tanto nacional quanto internacionalmente.

Sendo assim, a quantidade e a variedade de produtos téxteis a serem
produzidos mundialmente chega a 700.000 toneladas por ano. Dentre as etapas de fabricagao
na industria téxtil, a coloragdo ¢ uma das mais importantes, conferindo aos produtos valor
estético e econdmico. Sendo assim, para atender a diversidade de produtos e as exigéncias de
mercado, atualmente, existe uma grande variedade de corantes téxteis, sendo cerca de 10.000
tipos diferentes. Os corantes podem ser classificados de duas maneiras: por meio da sua
estrutura quimica ou pela fixacgao nas fibras téxteis (Tkaczyk; Mitrowska; Posyniak, 2020).

A classificagdo dos corantes, por meio da estrutura quimica, ocorre pela
caracterizagdo do grupo cromoforo presente nas moléculas. Essa estrutura € responsavel por
conferir a cor ao corante, pois possui a capacidade de absorc¢ao na regido do espectro visivel e
regido ultravioleta. Algumas das classes representativas deste modo de classificagdo sdo:
corantes azo, antraquinonas, metalizados, indigoide, ftalocianinas, nitro e nitrosos e sulforosos,

conforme demonstrado na Tabela 1 (Zanoni, 2016).
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Os corantes azo destacam-se como os mais utilizados na industria,
representando 60-80% dos corantes comerciais. Sua aplicagdo em larga escala deve-se a
estabilidade da ligacdo azo (-N=N-). No entanto, alguns derivados, como os baseados em
benzidina, podem gerar metabdlitos carcinogénicos apos clivagem da ligagdo azo, resultando
na classificacdo desses compostos como carcinogénicos. Em razao dos riscos toxicologicos,
diversos paises estabeleceram restrigdes ao uso desses corantes, principalmente em produtos de
contato direto com a pele (Cox; White, 2019).

A classificagdo dos corantes, segundo o método de aplicacao as fibras, ¢
adotada no setor téxtil. Essa classificagdo ¢ diretamente relacionada ao tipo de fibra utilizada,
que pode ser natural ou sintética. Os principais tipos de corante deste modo de classificagao
sdo: reativos, acidos, diretos, dispersos, basicos, cationicos, pré-metalizados e a tina (Tabela 1).
O mais relevante desta classificagdo sao os corantes reativos que se destacam por formarem
ligagdes covalentes com as fibras sob influéncia de calor e pH, proporcionando durabilidade e
resisténcia a lavagem. Dentro desta classe, os corantes reativos azo sao 80% da producao global
de corantes reativos, possuindo alta estabilidade quimica e grande diversidade de cores, além
de serem indicados para coloracdo de fibras naturais, como o algoddo, mas também fibras

sintéticas como a poliamida (Zanoni, 2016).

Tabela 1. Classificagdo de corantes por meio de sua estrutura quimica e representacao das

principais classes por classificacdo de aplica¢do na fibra téxtil.

Nome do . . Principais classes em relacao
Estrutura quimica do cromdforo

Cromoforo a aplicacdo na fibra téxtil
HO N. Reativos, acidos, dispersos,
\ . y . A
Azo diretos, basicos, catidnicos,
pré-metalizados
O
Reativos, dispersos, acidos,
Antraquinona basicos, pré-metalizados, a

Tina
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Acidos, diretos e reativos

Acidos, a Tina

Reativos, diretos, acidos,
basicos

Acidos, basicos, dispersos

Fonte: Adaptado de Zanoni (2016).
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3.2 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE TEXTIL

Na industria téxtil, existem diversas etapas para a obtengao do produto final.
Cada um dos estagios possui caracteristicas proprias de consumo de dgua e de produtos
quimicos utilizados para o tratamento das fibras téxteis. Esses efluentes sdo caracterizados por
uma alta carga organica, presenca de corantes sintéticos, metais pesados, solidos suspensos e
outros aditivos quimicos, como surfactantes, sais e agentes estabilizantes (Yaseen; Scholz,
2019). A composicao desses efluentes varia dependendo do tipo de fibra processada (natural ou
sintética), dos corantes utilizados e das etapas de produgdo, como branqueamento, tingimento
e acabamento (Tkaczyk; Mitrowska; Posyniak, 2020).

O processo de tingimento € uma das etapas que mais utiliza dgua. Para tingir
1 kg de fibra de algoddo com corante reativo, pode-se utilizar de 70 a 150 | de 4gua, dependendo
das recomendagoes do fabricante do corante. Contudo, cerca de 10 a 60% dos corantes reativos
nao se fixam as fibras téxteis e sdo descartados nos efluentes da industria. Esses corantes,
amplamente utilizados devido a sua alta estabilidade e capacidade de formar ligacdes covalentes
com fibras como o algoddo, conferem uma coloragao intensa aos efluentes, que pode persistir
no ambiente por longos periodos, causando impactos ambientais significativos (Rosa et al.,
2015).

A forte presenga de cor pode impedir que a luz passe pelo corpo de agua,
afetando os organismos fotossintetizantes e, em consequéncia, todo o ecossistema do local.
Além disso, sdo encontrados residuos de produtos quimicos como hidroxido de sédio,
surfactantes e acidos que, em abundancia, s3o nocivos aos seres vivos. Os niveis de demanda
quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO) sao altos, indicando
uma alta carga organica, podendo gerar condi¢des anodxicas. Pode ocorrer a presenca de metais
pesados (cromo, cobre e zinco) que estdo presentes em alguns corantes, além de so6lidos
suspensos em abundancia. Esses contaminantes sao resistentes a degradacao (Yaseen; Scholz,
2019).

A presenca de corantes azo nos efluentes téxteis € preocupante devido ao seu
potencial de liberar aminas aromaticas, compostos derivados da degradagdo dos corantes e
conhecidos por suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas (Zhang et al., 2012). Estudos
demonstram que a exposi¢cdo a esses compostos pode causar danos ao DNA, alergias e, até
mesmo, cancer em seres humanos (Swarnkumar Reddy; Osborne, 2020). Segundo a Swedish
Chemicals Agency (2014), corantes azo, diretos e acidos, utilizados no tingimento de algodao,

representam um risco a saude humana, por poderem causar alergias e neoplasias. Além disso,
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corantes reativos demonstraram efeitos fitotoxicos, como a reducdo da clorofila em plantas,
além de citotoxicidade em células (Swarnkumar Reddy; Osborne, 2020). Assim, os potenciais
riscos dos efluentes téxteis para ecossistemas e para a saude humana tém motivado
regulamentacdes rigorosas nos paises sobre o descarte de aguas residuais provenientes de

industrias.

3.3 TRATAMENTOS PARA EFLUENTE TEXTIL

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) € o 6rgao
responsavel pela regulamentacdo do langamento de efluentes em corpos d'dgua, conforme
estabelecido na Resolugao n.° 430, de 13 de maio de 2011. Essa resolu¢do define condi¢des
minimas para o descarte, incluindo pH entre 5 e 9, temperatura abaixo de 40°C, auséncia de
materiais flutuantes e uma reducdo de 60% na DBO em 5 dias de tratamento, além de exigir
que o efluente nao apresente efeitos toxicos. Para atender a esses requisitos, diversos tipos de
tratamento sdo utilizados para mitigar a presenca de corantes e outras substancias advindas da
industria. Esses tratamentos sdo classificados em dois grupos principais: tratamentos fisico-

quimicos e tratamentos microbiologicos.

3.3.1 Tratamentos Fisico-Quimicos

Os tratamentos fisico-quimicos sdo utilizados na remocdo de corantes dos
efluentes téxteis. Esses métodos incluem processos como coagulagdo-floculagdo, adsorgdo,
oxidagdo, destrui¢do eletroquimica, osmose reversa, filtracdo e ozonizagdo. A coagulagdo-
floculacdao, um método relativamente barato, ocorre pela adicao de substancias coagulantes que
formam flocos, facilitando a remogao por sedimentacgdo ou filtragem. No entanto, esse método
tende a gerar excesso de lodo e ndo ¢ eficiente para efluentes que contém corantes acidos,
reativos e diretos. A adsorcao, por sua vez, destaca-se como o método mais eficiente para a
remocdo de corantes de efluentes téxteis. Esse processo pode ser realizado com diversos
materiais, cujo custo varia dependendo da matéria-prima utilizada. O uso de residuos industriais
ou microrganismos com capacidade de adsor¢do pode tornar-se uma alternativa
economicamente viavel (Katheresan; Kansedo; Lau, 2018).

A oxidagdo quimica, que utiliza reagentes como o0z6nio e peroxido de
hidrogénio, promove a degradacdo ou mineralizacdo das moléculas de corantes, sendo um

método eficiente e de rapida aplicagdo. Contudo, a sua implementacdo exige o uso de
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catalisadores e ajustes constantes de pH, elevando os custos operacionais. Ja a destruicao
eletroquimica utiliza correntes elétricas com anodos para formar coagulos, apresentando a
vantagem de ndo necessitar de produtos quimicos. No entanto, possui baixo indice de remog¢ao
de corantes e pode gerar subprodutos toxicos (Ramos et al., 2021).

Meétodos de filtragdo e osmose reversa utilizam membranas que garantem alta
reten¢do de solutos, incluindo corantes. Apesar de sua eficiéncia, esses métodos possuem custos
elevados devido a rdpida saturacdo das membranas, requerendo limpeza frequente ou descarte
adequado, podendo ser incineracdo ou aterro industrial. A ozonizagdo, que emprega gas 0zonio
dissolvido na 4gua, ¢ eficaz para a descoloragdo de efluentes, ao quebrar as ligacdes quimicas
dos compostos presentes. Contudo, suas desvantagens incluem a formagdo de subprodutos
toxicos, alto custo e o curto tempo de meia-vida do 0zdénio, sendo de, aproximadamente, dez
minutos, exigindo o uso de muito gés (Adane; Adugna; Alemayehu, 2021).

Apesar da eficacia dos métodos fisico-quimicos, a sua aplicagdo requer
controle rigoroso dos reagentes e apresenta custos relativamente altos. Além disso, muitas
vezes, ¢ necessario combina-los com tratamentos complementares para atender plenamente as

regulamentacdes ambientais.

3.3.2 Tratamentos microbioldgicos

O tratamento de efluentes téxteis pode ocorrer com a utilizagdo de
microrganismos, como bactérias, fungos e algas, sendo reconhecido como uma abordagem
sustentavel. Esse método baseia-se na plasticidade do metabolismo natural dos
microrganismos, resultando em degradagao, quebra da molécula por enzimas ou biossor¢ao do
corante que ocorre por meio de troca idnica com a parede celular microbiana devido a presenca
de grupos hidroxila e carboxila (Ngo; Tischler, 2022). Em comparagdo aos métodos fisico-
quimicos, como adsor¢ado e coagulagdo-tloculagdo, a descoloragdao por microrganismos oferece
vantagens significativas, como menores custos operacionais, menor geracao de subprodutos e
maior compatibilidade ambiental. No entanto, a sua aplicacdo ¢ limitada pelo tempo do
processo e pela sensibilidade dos microrganismos a condigdes ambientais adversas
(Katheresan; Kansedo; Lau, 2018).

As algas sdo microrganismos autotroficos fotossintéticos distribuidos no
planeta, reconhecidos por desempenharem papéis ecoldgicos, como a realizacdo da
fotossintese, e biotecnologicos, na produgdo de cosméticos, produtos farmacéuticos, alimentos,

biocombustiveis e pigmentos (Sehar et al., 2022). Além disso, a biomassa de algas gerada
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nesses processos pode ser reaproveitada em aplicagdes como fertilizantes ou fonte de
bioenergia, agregando valor econdmico e promovendo a economia circular (Adane; Adugna;
Alemayehu, 2021).

Estudos destacam o uso de algas para descoloracdo e redugao de toxicidade
em corantes utilizados na industria téxtil. Anabaena flosaguae UTCC64 apresentou uma
descoloragao de 71,92% para o corante Indigo (200 mg/L), enquanto Phormidium autumnale
UTEX1580 alcangou 91,22%. Contudo, os microrganismos apresentaram descoloracao de
efluentes industriais (Dellamatrice et al., 2017). Gonzalez; Abalde e Torres (2024) observaram
a descoloracdo do corante Brilliant Green (200 mg/L) pela diatomacea Phaeodactylum
tricornutum, com 96,3% de descoloragdo. Essas espécies utilizam processos como biossor¢ao
e reagdes enzimaticas para remover corantes conforme apresentado na Tabela 2.

A descoloracdo de corantes por bactérias possui destaque devido as vantagens
biotecnoldgicas desses microrganismos. As bactérias apresentam rapido crescimento, sdo de
facil manejo e possuem uma ampla gama de enzimas, como azoredutases, capazes de clivar a
ligagdo azo (-N=N-) nos corantes, resultando em compostos mais simples. Contudo, apresentam
limitagdes na mineralizagdo completa de corantes azo, ao gerarem aminas aromaticas como
subprodutos, podendo ser mais toxico do que o corante original. (Ngo; Tischler, 2022; Sehar et
al., 2022).

Na Tabela 2, estdo representados alguns estudos recentes que destacam a
eficacia de diferentes cepas bacterianas na descoloragdo de corantes azo. Carolin, Kumar e
Joshiba (2021) relataram a utilizagdo da bactéria Micrococcus yunnanensis para a descoloragao
do corante Laranja de metila, alcancando 86% de descoloracao sob condigdes otimizadas de pH
7, temperatura de 30°C por 120h. El-Badan et al. (2020) investigaram a descoloracao do corante
Remazol Brilliant Blue, utilizando Escherichia coli NG188, que apresentou 59% de remogao
em 3 dias, com condi¢des otimizadas de pH 8 e temperatura de 40°C. A descoloracio foi
atribuida a adaptacdo da bactéria a condigdes estaticas. Por fim, Ewida; El-Sesy e Abou Zeid
(2019) demonstraram a degradagao completa do corante Acid Red 337 (500 mg/L) por Bacillus
megaterium KY848339.1, atingindo 91% de remocdo em 24 horas. Esses resultados
demonstram o potencial das bactérias no tratamento de efluentes.

A descoloragdao de corantes por fungos pode ser dividida em dois grupos
principais: fungos filamentosos e leveduras. Diferentemente das bactérias, os fungos tendem a
realizar uma descoloracdo mais completa, com a degradagdo de compostos complexos,
refletindo seu papel ecologico de reciclagem de nutrientes. Essa capacidade esté relacionada ao

extenso aparato enzimdtico dos fungos, composto principalmente por enzimas voltadas a
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degradagdo de polimeros como lignina e celulose. As leveduras, embora menos estudadas em
comparagdo aos fungos filamentosos, apresentam um mecanismo de descoloragao
frequentemente associado a biossor¢ao do corante em sua parede celular, porém, elas também
realizam biodegradacdo. Seu destaque reside no crescimento e na producdo significativa de
biomassa (Ajaz; Shakeel; Rehman, 2020; Ngo; Tischler, 2022).

A levedura halotolerante Cyberlindnera samutprakarnensis foi capaz de
descolorir mais de 97% do corante azo Acid Red B (ARB) em apenas 18 horas, empregando
enzimas como azoredutase e lignina peroxidase para clivar as ligagdes azo e degradar
subprodutos toxicos em condi¢des de alta salinidade (Song et al., 2018). Similarmente, Al-
Tohamy e colaboradores (2020) investigaram a espécie Sterigmatomyces halophilus SSA-1575
que demonstrou 98% de descoloragdo do corante Reactive Black 5 (RB5) em 24 horas, como ¢
possivel observar na Tabela 2. Além disso, essas leveduras também realizam detoxificacao de
subprodutos gerados durante a descoloracdo, reduzindo significativamente a toxicidade dos
efluentes tratados. Essas caracteristicas tornam as leveduras opcdes viaveis e sustentaveis para

aplicagcdo em tratamentos biologicos.

Tabela 2. Microrganismos utilizados na descoloracdo de azo corantes em diferentes estudos

Corante -

Microrganismo Concentracio Descoloracio Tempo Referéncia
Algas
Anabaena flos-aquae Indigo o . Dellamatrice et al.
UTCC64 200 mg/L 72% 14 dias (2017)
Phormidium autumnale indigo 0 . Dellamatrice et al.
UTEX1580 200 mg/L 1% 14 dias (2017)
Phaeodactylum tricornutum Brlzlz)l(e)\nr;g/ieen 96% 7h Gonzalez et al. (2024)
Bactérias
. . Laranja de metila 0 .
Micrococcus yunnanensis 100 mg/L 86% 120 h Carolin ef al. (2021)
Remazol Brilliant
Escherichia coli NG188 Blue 59% 72 h El-Badan et al. (2020)
50 mg/L
Bacillus megaterium Acid red 337 91% 24t Ewida ef al. (2019)

KY848339 500 mg/L
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Novacron red

Bacillus firmus 100 mg/L 89% 48 h Guembri ef al. (2021)
Streptomyces sp. DIP15 AZ‘S’OBrlr‘;g/fye 76% 481 Pillai. (2017)

Leveduras

Cyberlindnera Acid Red B o

samutprakarnensis 50 mg/L 7% 18h Song et al. (2018)
Sterigmatomyces halophilus ~ Reactive Black 5 98% 24t Al-Tohamy et al.
SSA-1575 200 mg/L ° (2020)
Diutina rugosa ll()ngig)L 99% 5dias  Bankole ef al. (2017)

3.4 FUNGOS FILAMENTOSOS NA BIORREMEDIACAO

Os fungos filamentosos sdo organismos onipresentes no planeta, encontrados
em diversos habitats, como solos, aterros sanitarios e 4guas doces, além de ambientes extremos
com pH 4cido, alta salinidade e poluicdo. Essa versatilidade ¢ atribuida a capacidade dos
microrganismos se adaptarem rapidamente a diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
essenciais para sua sobrevivéncia e crescimento. A presenga de fungos filamentosos também ¢
um indicador da saude ambiental de um local (Sen et al., 2016). O reino Fungi possui diversos
filos, sendo os Ascomycota e Basidiomycota, que formam o sub-reino Dikarya, os mais
estudados para biorremediacdo de compostos, conforme demonstrado na Tabela 3 (Spatafora
etal.,2017).

A aplicacdo de fungos filamentosos no tratamento de efluentes, especialmente
na descoloragdo de corantes téxteis, ¢ uma alternativa atrativa devido ao baixo custo e a
possibilidade de mineralizacdo total dos poluentes. Esses microrganismos produzem uma
variedade de enzimas intracelulares e extracelulares, facilitadas por sua nutri¢ao saprofitica e
extracelular, o que permite a degradagdo de xenobidticos, incluindo corantes azo (Ngo &
Tischler, 2022). Gugel et al. (2024) evidenciaram a biodegradagdo dos corantes Orange II e
Red 8BLP (20 mg/L) em 24 horas por Bjerkandera adusta (DSM 23426). A biodegradagado foi
confirmada por ensaios que demonstraram a presenca ¢ a atividade de enzimas lignoliticas. De
forma semelhante, Bernal e colaboradores (2021) relataram a capacidade de descoloracido do
isolado Aspergillus sydowii ITF 27, proveniente de efluente téxtil, que removeu 75% do corante

Remazol Brilliant Blue R (500 mg/L) em 120 horas. O estudo também constatou a presenca das



24

enzimas lacase, celulase, amilase e lipase, sugerindo que a descoloracao pode estar relacionada
a biodegradagdo do corante.

Além da biodegradagdo, o mecanismo de biossor¢ao também ¢ observado em
fungos, sendo realizado por interacdes quimicas e fisicas entre as paredes celulares dos
microrganismos e os corantes (Sen et al., 2016). De Aratjo et al. (2020) constataram a
biossor¢do do corante Reactive Blue 268 por Trametes sp., com uma descoloracao de 94% em
48 horas de incubacdo. De forma similar, Penicillium janthinellum LMS5 foi capaz de descolorir
99% do Vermelho Congo (150 mg/L) em 48 horas e 98% do Eriochrome Black T na mesma
concentragdo e periodo, utilizando a biossor¢do como principal mecanismo de remogao (Yan
etal.,2023).

Parshetti et al. (2007) também descreveram a descoloracdo de corante azul
reativo por Aspergillus ochraceus em apenas 7 horas, por meio de biossor¢do. A utilizagdo de
fungos filamentosos em bioprocessos para o tratamento de efluentes apresenta vantagens
significativas em relacdo aos métodos fisico-quimicos tradicionais. Além de serem menos
onerosos ¢ ambientalmente amigaveis, os fungos produzem menor volume de lodo e evitam a

geracdo de subprodutos toxicos (Ngo & Tischler, 2022).

Tabela 3. Fungos filamentosos utilizados na descoloragdo de corantes téxteis em diferentes

estudos.
. . Corante - Percentual de Tempo de A
Microrganismo = ~ ~ Referéncia
Concentracao Descoloracao descoloracao
Ascomycota
Remazol Brilliant Bernal ef
Aspergillus sydowii ITF 27 Blue R 75% 120 h
500 mg/L al. (2021)
Penicillium ochrochloron Reactive Blue 13 o . Aytar et al.
AMDB-12 50 mg/L 35% 120 min (2016)
Penicillium ochrochloron Reactive Blue 72 o . Aytar et al.
AMDB-12 50 mg/L 61% 120 min (2016)
e Azul de Metileno 0 . Mian et al.
Penicillium crustosum 100 mg/L 93% 10 dias (2024)
. Lo Verde Malaquita o . Mian et al.
Aspergillus iranicus 100 mg/L 80% 10 dias (2024)
Verde Malaquita Mian et al.

90% 10 dias

Aspergillus terreus 100 mg/L (2024)



25

. . o Direct Blue 199 2,25% (29,96 Xiong et
Aspergillus niger (inativado) 400 mg/L mg/g) 4h al. (2010)
Penicillium janthinellum Vermelho Congo o Yan et al.
LM5 150 mg/L 9% 48h (2023)
Penicillium janthinellum Eriochrome Black 98 43 h Yan et al.
LM5 T 150 mg/L ? (2023)
Basidiomycota
. De Aratjo
Trametes sp. M3 Reactll(\)lg rlillu/eL268 / 94% 48 horas etal.
& (2020)
Bjerkandera adusta DSM o Gugel et
23426 Orange 11/ 20 mg/L 81% 24 horas al. (2024)
Bjerkandera adusta DSM Red 8BLP /20 o Gugel et
23426 me/L 87% 24 horas al. (2024)
Bjerkandera adusta DSM Direct Black 80 / o Gugel et
23426 20 mg/L 95% 48 horas al. (2024)
Phanerochaete Direct Black 80 / o Gugel et
chrysosporium DSM 1547 20 mg/L 100% 120 horas al. (2024)
ysosp
Trametes versicolor DSM o . Gugel et
3026 Orange 11/ 20 mg/L 95% 7 dias al. (2024)
Perreniporia tephropora Reactive Blue 4 / o . Steeve et
MUCL 47500 300 mg/L 86% 15 dias al. (2014)
Perreniporia tephropora Methyl Orange / o . Steeve et
MUCL 47500 300 mg/L 1% 15 dias al. (2014)

3.5 IMOBILIZACAO CELULAR

A imobilizac¢do celular ¢ uma técnica utilizada, geralmente, para confinar

fisicamente microrganismos ou suas enzimas em uma matriz, ou suporte, preservando sua

atividade bioldgica em condi¢des controladas. Essa abordagem oferece vantagens em relacao a

aplicacdo de células livres, por proporcionar estabilidade operacional, reutilizagdo dos

microrganismos e resisténcia a estresses ambientais. Os microrganismos imobilizados sdo

aplicados em areas como a producdo de biocombustiveis, farmacos, tratamento de efluentes e

descoloragdo de corantes industriais (Covizzi ef al., 2007).
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Os métodos de imobilizagdo podem ser classificados entre naturais, que usam
de biofilmes e adesdo microbiana no suporte de forma natural, e artificial que inclui
encapsulagdo em matrizes como alginato de calcio ou adesdao com uso de agentes ligantes. A
adsorcdo consiste na adesdo das células a superficie de um suporte por interagdes fisico-
quimicas, enquanto o encapsulamento envolve as células em uma matriz semipermeavel
(Saeed; Igbal, 2013). Cada método apresenta vantagens e limitagdes, sendo escolhido conforme
o tipo de aplicagdo desejada e as caracteristicas do sistema.

A escolha dos suportes utilizados na imobilizacdo ¢ uma etapa importante
para garantir a funcionalidade do sistema. Para aplica¢des no tratamento de dguas residuais, €
essencial que os suportes apresentem propriedades como insolubilidade, atoxicidade,
estabilidade, além de alta retengdo de biomassa microbiana e custo reduzido (Leenen et al.,
1996). Os suportes mais utilizados incluem matrizes naturais, como alginato, carragenina e
agarose, e sintéticas, como espuma de poliuretano e poliacrilamida, que apresentam viabilidade
comprovada em diversos sistemas (Saratele et al., 2011; Carvajal et al., 2012).

Entre os materiais naturais, a esponja vegetal (L. cylindrica) tem se destacado
como uma op¢ao sustentavel. A sua estrutura porosa permite alta retengdo de biomassa. Estudos
mostram que sistemas baseados em esponjas vegetais sdo utilizados com sucesso na remogao
de poluentes recalcitrantes, incluindo corantes téxteis, além de serem ambientalmente
amigaveis e economicamente viaveis (Saeed; Igbal, 2013).

Em experimentos realizados por Wielewski e colaboradores (2020), fungos
filamentosos imobilizados em esponja vegetal demonstraram descoloragdo do corante Reactive
Black 5 (50 mg/L), com descolorag¢do de 90% em menos de 48 horas. Outro estudo de Przystas;
Zabtocka-Godlewska e Grabinska-Sota (2018) indicou que a L. cylindrica proporcionou
crescimento de microrganismos e capacidade de remog¢do de corantes azo em comparacao a
outros suportes testados, como espuma de poliuretano e serragem. Esses resultados reforcam a
versatilidade e capacidade da esponja vegetal como um suporte promissor em aplicagdes de

descoloragao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLADOS FUNGICOS E CORANTE TEXTIL

No presente estudo, foram empregados dois fungos filamentosos, sendo um

ascomiceto pertencente ao género Penicillium sp. linhagem F11 (Silva, 2023) e um
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basidiomiceto denominado B20, ambos obtidos de biomassa celulosica advinda de fragmentos
de mata atlantica da regido de Londrina-Parané (Silva, 2022). Esses estdo armazenados no
Laboratorio de Fisiologia e Biologia Molecular de Fungos, da Universidade Estadual de
Londrina.

Além disso, foi utilizado o corante téxtil Azul Reativo BF-5G (AZ-BF-5G)
fornecido pela Texpal®, Valinhos — SP. O comprimento de onda caracteristico do corante
ocorre em 599 nm. As solugdes de estoque do corante foram preparadas com agua ultrapura na
concentragdo de 1000 g/L e esterilizados por filtragdo (0,22 um, Millipore®). A concentragao
empregada nos ensaios de descoloragdo foi de 50 mg/L; 250 mg/L; 500 mg/L; 1000 mg/L e
2500 mg/L.

4.2 AVALIACAO DE DESCOLORACAO

Para avaliacdo da capacidade de descoloracdo do isolado Penicillium sp.,
inicialmente, foi realizado seu cultivo em meio YPD (Extrato de levedura 1%; Peptona 2%;
Dextrose 2%; Agar 2%) solidificado a 28°C por 5 dias. Apds o crescimento, foi feita uma
suspensao de esporos do Penicillium sp. para contagem das células em camara Neubauer, com
ajuste de 1,0x107 de esporos em 100 ml do meio Sabouraud (Peptona 1%; Dextrose 4%; Extrato
de levedura 2,5%). J& para o isolado B20, foram adicionados 5 discos de micélio, advindos de
crescimento em meio YPD solidificado por 7 dias, em 100 ml de meio Sabouraud para obtengao
de biomassa fingica ndo imobilizada. Os frascos foram incubados por até 120 horas a 180 RPM,
28 °C.

Apos o cultivo, a biomassa fungica foi removida e submetida ao processo de
centrifugagdo a 10.000 RPM por 10 minutos, sendo, posteriormente, lavada com agua destilada
estéril para eliminac¢ao de quaisquer residuos provenientes do meio de cultivo. Em sequéncia,
foi pesado 1 g do micélio imido e adicionado a 3 ml de solu¢do agua/corante (50 mg/L; 250
mg/L; 500 mg/L; 1000 mg/L e 2500 mg/L) e incubado em diferentes tempos (15 min — 120 h).

As amostras retiradas foram centrifugadas (10.000 RPM por 10 minutos) para
obtencdo da solu¢do descolorida livre de células e determinagdo da porcentagem de
descoloragdo, realizada por leitura espectrofotométrica no comprimento de onda 600 nm em
espectrofotometro BioTek modelo EL808. A porcentagem de descoloragdo foi dada por meio

da seguinte férmula:
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%DES = (ABS inicial - ABS final) x100
ABS Inicial

Onde: %DES representa a porcentagem de descoloragdo, ABS Inicial
representa o valor da absorbéancia da solu¢do controle dgua/corante e ABS Final representa o
valor da absorbancia apods cultivo com a massa micelial umida (Bernal ef al, 2021). Os
resultados foram apresentados como a porcentagem média de descoloracao e desvio padrao (%)

de trés repeti¢des independentes.

4.3 ENSAIO DE IMOBILIZACAO

A esponja vegetal (L. cylindrica) foi utilizada como suporte de imobilizacao
para os isolados fungicos Penicillium sp. e B20. Inicialmente, trés fragmentos de esponja
vegetal (2 cm?), umedecidos e sem indculo, foram pesados, apresentando uma massa média de
0,6 g. Esse valor foi descontado nas pesagens subsequentes das esponjas com biomassa fingica
imobilizada, com o objetivo de determinar a quantidade total de biomassa fungica aderida ao
suporte. Ensaios prévios indicaram que a esponja vegetal, na auséncia de microrganismos, nao
apresenta capacidade de adsorcao do corante utilizado.

A metodologia para preparagao da esponja vegetal foi adaptada de Igbal e
colaboradores (2005). Os fragmentos de esponja foram fervidos em agua de torneira por 30
minutos, lavados trés vezes com dgua destilada e secos em estufa a 60 °C por 24 horas. Apds a
secagem, trés fragmentos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
200 mL de meio Sabouraud em caldo. Em seguida, os frascos foram autoclavados a 121°C por
15 minutos para esterilizagdo. Para o isolado Penicillium sp., suspensdes de 1,0 x 10°
esporos/mL foram inoculados nos frascos e incubadas por 72 horas a 28 °C sob agitagdo de 90
RPM, permitindo a imobilizacao da biomassa fingica na esponja vegetal.

Para o basidiomiceto B20, cinco discos de micélio foram retirados de uma
cultura previamente crescida em meio YPD solidificado por 7 dias. Esses discos foram
inoculados em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 200 mL de meio Sabouraud em
caldo e trés fragmentos de esponja vegetal estéreis. Os frascos foram incubados por 7 dias a 28
°C sob agitagao de 90 RPM. Durante esse periodo, o crescimento fingico aderiu a superficie

da esponja vegetal, promovendo a imobiliza¢do do micélio.
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Apbds a imobilizagdo, as esponjas contendo biomassa fungica foram
submetidas a ensaios de descoloragdo. Para isso, foram utilizados 15 mL de solugao corante em

concentragdes variadas, conforme descrito nos capitulos I e II.

4.4 AVALIACAO DE UV-VISEFT-IR

Para a avaliagdo dos sobrenadantes livres de células apds o processo de
descoloracdo, as amostras foram analisadas em um espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu,
modelo UV-2600), com varredura espectral nos comprimentos de onda de 200 a 800 nm,
conforme metodologia descrita por Eichlerova et al. (2007). Em seguida, foi realizada a analise
por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, Shimadzu, modelo
IR Prestige-21). Para essa analise, as amostras foram preparadas na forma de pastilhas de
Brometo de Potassio (KBr), e os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio

(400-4000 cm™).

4.5 DESCOLORACAO DE EFLUENTE SIMULADO

O efluente simulado foi preparado em laboratério com uma composicao
adaptada de Yadav, Mukherji e Garg (2013). Para o preparo de 500 mL de efluente simulado,
foram utilizados os seguintes componentes: 0,25 g de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), 0,32 g
de sacarose, 0,6 g de Hidroxido de Sédio (NaOH), 0,2 g de Polietilenoglicol (PEG), 79 uL de
Acido Acético (CHsCOOH), 0,35 g de Carbonato de Sédio (NaCO:s), 2.5 g de Cloreto de Sédio
(NaCl), 0,15 g de Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), 500 mL de 4gua de torneira e
o corante AZ-BF-5G na concentragdo de 250 mg/L. Apds o preparo, o efluente simulado foi

armazenado em geladeira a 4 °C para preservar as suas propriedades fisico-quimicas.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados de descoloragao dos corantes com micélio ndo imobilizado
foram analisados estatisticamente por meio de Teste T nao pareado (p<0,05). Para os resultados
de descoloragdo com micélio imobilizado, as analises estatisticas foram por one-way ANOVA
(p<0.05) e aplicou-se pds-teste de Tukey’s. A analise estatistica foi realizada no software

GraphPad Prism 8.
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Descoloracao de azul reativo BF-5G por Penicillium sp.
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RESUMO

A industria téxtil gera efluentes contendo corantes, que sdo poluentes de dificil degradagdo que
podem causar impactos ambientais significativos. O uso de fungos filamentosos tem se
mostrado uma alternativa sustentavel para o tratamento desses efluentes. Neste contexto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade do fungo Penicillium sp., um ascomiceto,
na descoloracdo do corante AZ-BF-5G, empregando micélio ndo imobilizado e imobilizado em
esponja vegetal (L. cylindrica). Para o micélio ndo imobilizado, foram testadas concentragdes
de corante de 250 mg/L e 2500 mg/L, com tempos de incubac¢do de 15 minutos e 24 horas. Para
o micélio imobilizado (MIEV), foram avaliadas diferentes quantidades de biomassa fungica
(0,9 g, 1,8 ge 2,7 g) e tempos de incubacdo de 24 a 72 horas. Além disso, o MIEV foi avaliado
na descoloragdo de efluente téxtil simulado, contendo surfactantes e estabilizantes quimicos e,
também, foi avaliada a capacidade de reutilizacgdo do MIEV em ciclos de descoloracao
consecutivos. O micélio ndo imobilizado de Penicillium sp. descoloriu 76,99 + 2,28% do
corante na concentra¢do de 250 mg/L em 15 minutos de incubagdo, enquanto em concentragdes
elevadas (2500 mg/L) e mesmo periodo de incubacdo, a descoloracdo foi de 34,70 + 9,87%.
Ap6s 24 horas, a descoloracdo aumentou para 80,92 +5,08% e 69,37 + 6,22%, respectivamente,
demonstrando que o tempo de incubagao influencia positivamente a eficiéncia do processo de
descoloragdo. Para o micélio imobilizado, a maior porcentagem de descoloragdo (87,04 +2,7%)
foi obtida com 0,9 g de biomassa apds 24 horas de incubagdo. Na aplicacao ao efluente téxtil
simulado, o MIEV descoloriu 19,9 + 0,3% em 24 horas ¢ 27,9 + 2,3% em 120 horas,
evidenciando a influéncia da complexidade quimica do efluente no processo. A reutilizagdao da
biomassa imobilizada demonstrou capacidade de descoloragdo por trés ciclos de reutilizacao
consecutivos. Os resultados demonstraram que Penicillium sp., tanto na forma imobilizada
quanto ndo imobilizada, apresenta potencial para a descoloragdo do corante AZ-BF-5G. A
imobilizacdo em esponja vegetal mostrou-se eficiente, destacando-se como uma alternativa
viavel para o tratamento de efluentes téxteis. A capacidade de reutilizagdo da biomassa
imobilizada reforca a sustentabilidade do sistema de descoloragdo. Sendo assim, este estudo
contribui para o desenvolvimento de tecnologias eco-friendly no tratamento de efluentes
industriais.

Palavras-chave: Penicillium sp.; Imobilizagao; efluente simulado; Bissorcao;
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ABSTRACT

The textile industry generates effluents containing dyes, which are pollutants that are difficult
to degrade and can cause significant environmental impacts. The use of filamentous fungi has
emerged as a sustainable alternative for the treatment of these effluents. In this context, the aim
of the present study was to evaluate the ability of the fungus Penicillium sp., an ascomycete, to
decolorize the AZ-BF-5G dye, using both non-immobilized mycelium and mycelium
immobilized on vegetable sponge (Luffa cylindrica). For the non-immobilized mycelium, dye
concentrations of 250 mg/L and 2500 mg/L were tested, with incubation times of 15 minutes
and 24 hours. For the immobilized mycelium (MIEV), different amounts of fungal biomass (0.9
g, 1.8 g, and 2.7 g) and incubation times ranging from 24 to 72 hours were evaluated. The
decolorization mechanism was investigated using Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-
IR) and UV-Vis spectrophotometry. Additionally, the MIEV was assessed for its ability to
decolorize simulated textile effluent containing surfactants and chemical stabilizers, as well as
its reusability in consecutive decolorization cycles. The non-immobilized mycelium
of Penicillium sp. decolorized 76.99 + 2.28% of the dye at a concentration of 250 mg/L after
15 minutes of incubation, while at higher concentrations (2500 mg/L) and the same incubation
period, the decolorization was 34.70 £+ 9.87%. After 24 hours, the decolorization increased to
80.92 + 5.08% and 69.37 + 6.22%, respectively, demonstrating that incubation time positively
influences the efficiency of the decolorization process. For the immobilized mycelium, the
highest decolorization percentage (87.04 & 2.7%) was achieved with 0.9 g of biomass after 24
hours of incubation. Spectrophotometric and FT-IR analyses indicated that the predominant
decolorization mechanism was dye biosorption. In the application to simulated textile effluent,
the MIEV decolorized 19.9 £ 0.3% in 24 hours and 27.9 &+ 2.3% in 120 hours, highlighting the
influence of the effluent's chemical complexity on the process. The reusability of the
immobilized biomass demonstrated decolorization capability over three consecutive cycles.
The results showed that Penicillium sp., both in immobilized and non-immobilized forms, has
potential for the decolorization of the AZ-BF-5G dye. Immobilization on vegetable sponge
proved to be efficient, standing out as a viable alternative for the treatment of textile effluents.
The reusability of the immobilized biomass reinforces the sustainability of the decolorization
system. Thus, this study contributes to the development of eco-friendly technologies for the
treatment of industrial effluents.

Keywords: Penicillium sp.; Immobilization; Simulated effluent; Bisorption.



37

5 MATERIAL E METODOS

5.1 ISOLADO FUNGICO E CORANTE TEXTIL

No presente estudo, foi empregado o fungo ascomiceto pertencente ao género
Penicillium sp. linhagem F11, identificado por caracteristicas macroscopicas € microscopicas
(Silva, 2023) obtido de biomassa celuldsica advinda de fragmentos de mata atlantica da regido
de Londrina-Parana (Silva, 2022). Eles estdo armazenados no Laboratério de Fisiologia e
Biologia Molecular de Fungos, da Universidade Estadual de Londrina.

Além disso, foi utilizado o corante téxtil Azul Reativo BF-5G (AZ-BF-5G)
fornecido pela Texpal®, Valinhos — SP. O comprimento de onda caracteristico do corante
ocorre em 599 nm. As solucdes de estoque do corante foram preparadas com dgua ultrapura na
concentragdo de 1000 g/L e esterilizados por filtracao (0,22 um, Millipore®). A concentragdo
empregada nos ensaios de descoloragdo foi de 50 mg/L; 250 mg/L; 500 mg/L; 1000 mg/L e
2500 mg/L.

5.2 AVALIACAO DE DESCOLORACAO

Para avaliagdo da descoloragdo, o isolado Penicillium sp. foi cultivado em
meio YPD (Extrato de levedura 1%; Peptona 2%; Dextrose 2%; Agar 2%) solidificado a 28 °C
por 7 dias. Ap6s o crescimento, foi preparada uma suspensao de esporos de Penicillium sp. para
contagem das células em cdmara Neubauer, com ajuste de 1,0x107 de esporos em 100 ml do
meio Sabouraud (Peptona 1%; Dextrose 4%; Extrato de levedura 2,5%).

Ap0s o cultivo, a biomassa fingica foi removida e submetida ao processo de
centrifugacdo a 10.000 RPM por 10 minutos, sendo, posteriormente, lavada com dgua destilada
estéril para eliminagdo de quaisquer residuos provenientes do meio de cultivo. Em sequéncia,
foi pesado 1 g do micélio umido e adicionado a 3 ml de solucao dgua/corante (250 mg/L e 2500
mg/L) e incubado nos tempos de 15 minutos e 24 horas.

As amostras retiradas foram centrifugadas (10.000 RPM por 10 minutos) para
obten¢do de sobrenadante livre de células e determinacdo da porcentagem de descoloragdo,
realizada por leitura espectrofotométrica no comprimento de onda 600 nm em
espectrofotometro BioTek modelo EL808. A porcentagem de descoloragdo foi dada por meio

da seguinte formula:
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%DES = (ABS inicial - ABS final) x100
ABS Inicial

Onde: %DES representa a porcentagem de descoloragdo, ABS Inicial
representa o valor da absorbancia da solugdo controle agua/corante ¢ ABS Final representa o
valor da absorbancia apds cultivo com a massa micelial umida (Bernal et al., 2021). Os
resultados foram apresentados como a porcentagem média de descoloragdo + o desvio padrao

de trés repetigdes independentes.

5.3 ENSAIO DE IMOBILIZACAO

A esponja vegetal (L. cylindrica) foi utilizada como suporte de imobilizacao
para o isolado fingico Penicillium sp. Inicialmente, trés fragmentos de esponja vegetal (2 cm?),
umedecidos e sem inoculo, foram pesados, apresentando uma massa média de 0,6 g. Esse valor
foi descontado nas pesagens subsequentes das esponjas com biomassa fingica imobilizada, a
fim de determinar a quantidade total de biomassa fungica aderida ao suporte. Ensaios prévios
indicaram que a esponja vegetal, na auséncia de microrganismos, ndo apresenta capacidade de
adsorc¢ao do corante utilizado.

A metodologia para prepara¢do da esponja vegetal foi adaptada de Igbal e
colaboradores (2005). Os fragmentos de esponja foram fervidos em agua de torneira por 30
minutos, lavados trés vezes com agua destilada e secos em estufa a 60 °C por 24 horas. Apos a
secagem, trés fragmentos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
200 mL de meio Sabouraud em caldo. Em seguida, os frascos foram autoclavados a 121°C por
15 minutos para esterilizagao.

Posteriormente, foi preparada uma suspensdo de esporos do
isolado Penicillium sp. na concentragdo de 1,0 x 10° esporos/mL, a qual foi inoculada nos
frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 200 mL de meio Sabouraud em caldo e trés
fragmentos de esponja estéril. Os frascos foram incubados por 72 horas a 28 °C sob agitacao
de 90 RPM, permitindo a imobilizagdo da biomassa fingica na esponja vegetal.

ApOs esse periodo, as esponjas com células imobilizadas foram submetidas a
ensaios de descoloracdo e caracterizagdo do processo. Para os ensaios, foi utilizado o volume

fixo de 15 mL de solucdo corante nas concentragdes de 250 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L,
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variando as quantidades de biomassa fingica imobilizada (MIEV) em 0,9 g, 1.8 ge 2,7 ge
avaliando os tempos de incubagdo de 24 h; 48 h e 72 h.

5.4 AVALIACAO DE UV-VISE FT-IR

Para a avaliagdo dos sobrenadantes livres de células apds o processo de
descoloragdo, as amostras foram analisadas em um espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu,
modelo UV-2600), com varredura espectral nos comprimentos de onda de 200 a 800 nm,
conforme metodologia descrita por Eichlerova ef al. (2007). Em seguida, foi realizada a andlise
por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, Shimadzu, modelo
IR Prestige-21). Para essa andlise, as amostras foram preparadas na forma de pastilhas de
Brometo de Potassio (KBr), e os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio

(400-4000 cm™).

5.5 AVALIACAO DA CINETICA DE DESCOLORACAO

Para a avaliacdo da cinética de descoloragdo utilizou-se o micélio imobilizado
em esponja vegetal (MIEV) do fungo Penicillium sp. A concentragao do corante AZ-BF-5G foi
de 250 mg/L, utilizando um volume total de 15 mL da solugdo agua/corante. A biomassa
fungica imobilizada foi cultivada previamente, sendo inoculada 0,9 g de MIEV umido nas
solucdes em tubo falcon de 50 mL. As amostras foram incubadas em agitador orbital a 180 rpm,
sob temperatura de 28 °C. As coletas de sobrenadantes foram realizadas nos tempos de 6, 12,
18 e 24 horas, com retirada de 600 pl para analise da porcentagem de descoloragdo como

descrito anteriormente no item 5.2.

5.6 DESCOLORACAO DE EFLUENTE SIMULADO

O efluente simulado foi preparado em laboratério com uma composi¢ao
adaptada de Yadav, Mukherji e Garg (2013). Para o preparo de 500 mL de efluente simulado,
foram utilizados os seguintes componentes: 0,25 g de Dodecil Sulfato de Soédio (SDS), 0,32 g
de sacarose, 0,6 g de Hidroxido de Sodio (NaOH), 0,2 g de Polietilenoglicol (PEG), 79 uL de
Acido Acético (CH;:COOH), 0,35 g de Carbonato de Sodio (Na2CO:s), 2,5 g de Cloreto de Sédio
(NaCl), 0,15 g de Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), 500 mL de agua de torneira e
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o corante AZ-BF-5G na concentragdo de 250 mg/L. Apos o preparo, o efluente simulado foi

armazenado em geladeira a 4 °C para preservar suas propriedades fisico-quimicas.

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados de descoloragdao dos corantes com micélio ndo imobilizado
foram analisados estatisticamente por meio de Teste T nao pareado (p<0,05). Para os resultados
de descoloragdo com micélio imobilizado, as analises estatisticas foram por one-way ANOVA
(p<0.05) e aplicou-se pos-teste de Tukey’s. A andlise estatistica foi realizada no software

GraphPad Prism 8.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DE DESCOLORACAO POR BIOMASSA DE PENICILLIUM SP. NAO IMOBILIZADO

A biomassa do isolado Penicillium sp. linhagem F11 promoveu a
descoloragdo do corante AZ-BF-5G em todas as condigdes testadas. Em 15 minutos de contato
com a biomassa micelial ndo imobilizada, observou-se 76,99 + 2,28% e 34,70 + 9,87% de
descoloragao (p < 0,0002), nas solugdes com um volume total de 3 mL contendo 250 mg/L e
2500 mg/L do corante AZ-BF-5G respectivamente, conforme observado na Figura 1A. Este
curto tempo de resposta se destaca em relagdo a literatura, a maioria dos estudos relata periodos
mais longos para a descoloragdo por espécies do género Penicillium. Ayatar e colaboradores
(2016) relataram descoloragao em 120 minutos utilizando Penicillium ochrochloron. De forma
semelhante, outra pesquisa também apresentou o tempo de 120 minutos, utilizando Penicillium
simplicissimum (Chen et al., 2019). Resultados estes que corroboram com a utilizagao de fungos
do género Penicillium sp. na aplicagdo de descoloragdo em tempos curtos.

ApoOs 24 horas de incubagdo com a biomassa fingica nao imobilizada, foi
observado que o percentual de descoloragdo aumentou para 80,92 + 5,08% na presenga de 250
mg/L de corante e 69,37 + 6,22% na presenca de 2500 mg/L conforme observado na Figura 1B
(p <0,0332). Respostas semelhantes foram observadas em Penicillium janthinellum LMS5 que
descoloriu 90% do corante Congo Red na faixa de concentragcdo de 50 a 500 mg/L em 48 horas,
enquanto em concentracdes mais elevadas, como 1000 mg/L, a porcentagem de descoloragdo
foi reduzida para 50% (Yan et al., 2023). A descoloragdo observada em 250 mg/L ¢ compativel

com valores ja descritos para espécies do género Penicillium em concentracdes similares. No
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entanto, a descoloragdo obtida em 2500 mg/L demonstra um melhor desempenho, uma vez que
se trata de uma concentracao superior aquelas comumente utilizadas em estudos anteriores.

Os resultados obtidos evidenciam que a biomassa fungica ndo imobilizada
de Penicillium sp. foi capaz de promover descoloracdo em solugdes contendo 250 mg/L de
corante em 15 minutos e 24 horas de incubag@o. Ao aumentar a concentra¢do do corante para
2500 mg/L, a biomassa fungica demonstrou descoloragao apo6s 24 horas de incubagao. Portanto,
embora a descoloracgao inicial seja favorecida por concentragdes menores, o aumento do tempo
de incubacdo permite que concentracdes maiores de corante também alcancem uma

descoloracao eficaz.

Figura 1. Porcentagem de descoloragdo do corante Azul Reativo BF-5G nas concentra¢des de
250 mg/L e 2500 mg/L por Penicillium sp. ndo imobilizado em (A) 15 minutos de incubagao e
(B) 24 horas de incubagao. * (p < 0,0332); *** (p < 0,0002).
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6.2 IMOBILIZACAO E AVALIACAO DA DESCOLORACAO DE PENICILLIUM SP.

A 1mobilizagdo de fungos em suportes solidos ¢ uma alternativa para a
protecao contra estresses ambientais que podem limitar as aplicagdes biotecnologicas (Przystas;
Zablocka-Godlewska; Grabinska-Sota, 2018). A utilizacdo da esponja vegetal (L. cylindrica)
como suporte de imobilizagdo fingica tem como objetivo facilitar a manipulagdo, aumentar a
estabilidade e a darea de superficie/contato, além de ser uma alternativa sustentdvel,
biodegradavel, reutilizavel, econdmica e de facil acesso (Igbal; Saeed, 2007).

Visando avaliar a esponja vegetal como suporte para a imobilizagdo da
biomassa de Penicillium sp., foi testada a capacidade de descoloragdo da esponja sobre o
corante AZ-BF-5G na auséncia de fungo imobilizado, por um periodo de 72 horas. A esponja

nao apresentou efeito de descoloragdo sobre o corante (Figura 2.1). Para a imobilizacao do
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micélio, fragmentos da esponja inoculados com Penicillium sp. foram monitorados diariamente
(Figura 2.2). Ap6s 72 horas de incubacao, observou-se a imobilizagdo completa do micélio na
esponja vegetal (Figura 2.3A).

A Figura 2.3B exibe a biomassa fungica imobilizada (MIEV) apos o periodo
de descoloracdo do corante AZ-BF-5G, evidenciando uma mudanca de coloragdo apenas do
micélio, o que indica a interagdo apenas entre o fungo e o corante. Essa mudanga visual
confirma a eficacia do sistema de imobilizacao. Apesar da escassez de informacgdes na literatura
sobre a utilizagdo de esponja vegetal como suporte para a imobilizagdo de fungos na
descoloracdo de corantes, os resultados deste estudo demonstram que a esponja vegetal ¢ um
suporte eficaz, sustentavel e de baixo custo, abrindo novas perspectivas para aplicagdes

biotecnoldgicas.

Figura 2. Obtencdo de biomassa fungica imobilizada. (1) Esponja vegetal tratada ndo
imobilizada; (2) Crescimento micelial e imobilizagdo na esponja vegetal com 72 h de
incubac¢ao; (3A) Micélio imobilizado em esponja vegetal; (3B) Micélio imobilizado tingido do
corante Azul Reativo BF-5G.

72 h de incubagao

No ensaio de descoloracdo empregando MIEV de Penicillium sp., foram
avaliadas trés diferentes quantidades de biomassa imobilizada (0,9 g; 1,8 g e 2,7 g) em
diferentes periodos de incubagdo (24 h, 48 h e 72 h). Com 24 horas de incubagdo, observou-se
que a menor quantidade de biomassa (0,9 g) apresentou a maior porcentagem de descoloragao
(87,04 + 2,7%), seguida por 2,7 ge 1,8 g, com 86,86 = 1,6% e 85,78 + 1,3%, respectivamente.
Ap6s 48 horas de incubagio, os valores de descoloragdo foram equivalentes aos alcancados no

tempo de 24 horas (Figura 3).
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Em 72 horas de incubagdo, a descoloragdo de 0,9 g e 1,8 g de MIEV
de Penicillium sp. foide 77,61 +£2,35% ¢ 77,91 + 2,01% respectivamente. Conforme observado
na Figura 3, ndo houve diferenga significativa entre as condi¢des testadas. O sistema de
imobilizacao proposto requer menos biomassa (0,9 g) e menos tempo de incubagdo (24 h) para
alcancar resultados semelhantes da literatura. Arikan et al. (2019) imobilizaram Penicillium
glabrum PG1 em suporte polimérico macroporoso (MPPS) para descolorir efluentes téxteis
reais utilizando 9 pegas de MPPS, foi possivel alcancar 98,2% de descoloracdo em 72 horas de
incubacao.

Em relagdo a utilizacdo de esponja vegetal como suporte de imobilizacao,
Lanfranconi e colaboradores (2022) relataram a eficiéncia do sistema de imobilizacdo de
Penicillium chrysogenum em esponja vegetal, utilizando-a como suporte. Nesse sistema, foi
observada elevada descoloracao do corante Direct Black 22 (200 mg/L) em 96 h de incubacao.
No presente estudo, a utilizagdo de um tempo de incubacdo menor e uma concentracdo de
corante superior demonstrou melhor desempenho do sistema de imobilizagdo empregando
Penicillium sp.

Fernandez et al., 2009 testaram a imobilizagdo de trés fungos em esponja
vegetal (L. cylindrica) para a descoloracdo de RB5 na concentracdo de 75 mg/L e relataram
aumento na descoloracdo empregando células imobilizadas em relacdo a células nao
imobilizadas, obtendo descoloragdes de 98% com T. versicolor, 95% com Pleorotus ostreatus
e 6% com P. chrysosporium, dialogando com os resultados do suporte escolhido no presente
estudo.

Portanto, a imobilizacio demonstrou ser uma estratégia eficaz para a
descoloragao do corante. Os resultados indicaram que a descoloracdo entre as diferentes
concentragdes de biomassa foi equivalente. Diante disso, a condi¢do de 0,9 g em 24 horas foi
selecionada para as etapas subsequentes, minimizando o desperdicio de biomassa e tempo de

aplicagdo.
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Figura 3. Descoloracdo do corante Azul reativo BF-5G empregando diferentes massas de
micélio de Penicillium sp. imobilizado em esponja vegetal (MIEV) nos tempos de 24, 48 ¢ 72
horas de incubacao.
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6.3 AVALIACAO DA SOLUCAO DESCOLORIDA POR MICELIO NAO IMOBILIZADO E IMOBILIZADO

A andlise da solucdo descolorida, por meio de técnicas espectroscopicas,
permite a identificagdo de mudangas quimicas ocorridas durante o processo de descoloracdo.
Na Figura 4A, o espectro de UV-Vis mostra o pico de maxima absor¢ao em, aproximadamente,
599 nm, caracteristico do cromo6foro do corante AZ-BF-5G, tanto para o micélio nao
imobilizado quanto para o MIEV. Apos a descoloragdo, observa-se uma reducao na intensidade
do pico em 599 nm, sem a formacdo de novos picos, 0 que sugere que O mecanisSmo
predominante de descoloracao foi a biossor¢do (Prigione et al., 2008).

A biossor¢ao ¢ um processo fisico-quimico no qual moléculas de corante sdao
adsorvidas na superficie celular ou na matriz extracelular do fungo, geralmente mediada por
interacdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio ou forcas de van der Waals. Esse mecanismo ¢
frequentemente observado em fungos filamentosos, que possuem uma parede celular rica em
polissacarideos, proteinas e lipidios, capazes de interagir com moléculas de corante (Ghariani
etal. 2019).

Na Figura 4B, o espectro de FT-IR permite a observagdo das alteragdes nos
grupos funcionais presentes no controle e nas amostras submetidas ao processo de descoloragao
por micélio ndo imobilizado e MIEV. Em todas as condi¢des analisadas, foram identificadas
bandas em 3460 cm™', associadas a vibragdo de estiramento do grupo hidroxila (-OH), ¢ em
1642 cm™!, relacionadas a vibragdo de carbonilas (C=0). Essas bandas sdo caracteristicas de

solugdes aquosas, correspondendo ao diluente do corante (Fomina ef al., 2023). Além disso,
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foram observadas bandas em 2376 cm™ ¢ 2062 cm™’, sugerindo a presenca de triplas ligagoes,
tipicas da regido espectral entre 2500 e 2000 cm™* (Peckova et al., 2021).

Outro pico foi identificado na regido de 1901 cm™, localizado entre 2000 e
1500 cm™, que ¢ caracteristico de vibracdes de ligacdes duplas (C=C, C=0, C=N e N=0),
conforme descrito por Peckova e colaboradores (2021). Apds o processo de descoloragdo, ndo
foram observadas alteragdes significativas nos picos do espectro de FT-IR, o que dialoga com
os resultados obtidos no espectro de UV-Vis e reforga a hipotese de que o mecanismo de
descoloragdao utilizado pelo Penicillium sp., tanto na forma imobilizada quanto nao

imobilizada, ocorre predominantemente por biossor¢ao (Ghariani ef al., 2019).
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Figura 4. Avaliagdo da solucdo descolorida pds-descoloracao (24 h) do corante Azul Reativo
BF-5G (250 mg/L) por biomassa fingica ndo imobilizada e imobilizada de Penicillium sp. (A)
espectrofotometria em UV-Vis e (B) espectroscopia no infravermelho. O controle consiste no
corante sem a presenca de micélio.
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6.4 CINETICA DE DESCOLORACAO POR MIEV

Considerando a biomassa de 0,9 g de MIEV e a concentragdo do corante em
250 mg/L, avaliou-se a cinética de descoloracdo do MIEV de Penicillium sp. ao longo de 24
horas. A descoloracdo teve inicio ap6s 6 horas de incubagdo, atingindo 40,18 + 3,87%. Em 12
horas, o fungo atingiu 70,85 £+ 5,89% de descoloragdo, enquanto em 18 e 24 horas foram
registrados valores de 82,56 + 1,10% e 87,04 + 2,7%, respectivamente (Figura 5), alcancando
a descoloracao maxima. Esses resultados indicam que o processo de descoloragdo ocorreu de
forma continua ao longo do tempo, com um aumento entre 12 e 24 horas.

Em comparacdo com estudos que empregam concentracdes de corante
inferiores, observagdes sobre a cinética de descoloracao de outros fungos imobilizados exibem
tempos de contato reduzidos. Lentinus concinnus imobilizado em hidrogéis de PVA/PEO
apresentou 15% de descoloracdo do corante Amarelo Reativo 86 apds 30 minutos de
tratamento. Similarmente, Penicillium simplicissimum alcangou 60% de descoloracao em 30
minutos com solugao de corante a 50 mg/L. A descoloragdo de corante em uma concentragao
cinco vezes superior (250 mg/L) pelo MIEV de Penicillium sp. em 24 horas demonstra um
desempenho em condi¢des de maior carga poluente, exigindo um maior tempo de exposi¢ao

para o comeco da descoloragao

Figura 5. Curva de tempo de descoloragdo do corante Azul reativo BF-5G (250 mg/L)
empregando 0,9 g de micélio imobilizado (MIEV) no periodo de 24 horas. Letras distintas (a,
b, ¢) indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de incubacdo (p <0,05),
conforme teste de Tukey.
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6.5 DESCOLORACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DO CORANTE AZ-BF-5G POR MIEV

Os efluentes gerados pela industria té€xtil sofrem constantes variagcdes ao
longo do processo de fabricagao, alterando ao longo do tempo os compostos presentes € suas
concentragdes. Diante disso, foi avaliada a descoloragdo do corante AZ-BF-5G em diferentes
concentragdes (250 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L) apos 24 horas de incubagdo, empregando
0,9 g de MIEV de Penicillium sp. (Figura 6). Na concentracdo de 250 mg/L, a descoloragdo foi
de 87,04 + 2,7%, conforme descrito no topico anterior. Ao aumentar a concentragao do corante
para 500 mg/L, o MIEV de Penicillium sp. promoveu a descoloracdo de 80,3 + 2,27%. Por fim,
na maior concentragdo testada (1000 mg/L), o MIEV de Penicillium sp. promoveu 16,6 +
4,76% de descoloragdao. Em estudos semelhantes, o fungo Sporotrichum sp. foi utilizado para
descolorir o corante Azul Reativo 13 durante 168 horas, empregando duas concentracdes
diferentes: 100 mg/L e 500 mg/L, com as quais alcangcaram 96% e 92% de descoloragao,
respectivamente (Karaca et al., 2022).

No presente estudo, em menor tempo de incubagdo se obteve resultados
comparaveis na concentracdo de 500 mg/L. Ao aumentar a concentracdo para 1000 mg/L,
ocorreu uma reducdo na descoloragdo, possivelmente relacionada a satura¢do dos sitios de
adsor¢do do micélio. O aumento da concentracdo do corante resulta em uma maior
disponibilidade de moléculas, o que pode levar a rapida saturagao dos sitios de ligagcao na parede
celular do fungo. Esse fendmeno ¢ consistente com estudos anteriores, como os de Aksu,
Ertugrul e Donmez (2010) e Demierege et al. (2015), que demonstraram que a capacidade de
descolorag¢ao diminui significativamente em concentragdes muito elevadas de corante, a menos

que o tempo de incubacdo ou a quantidade de biomassa sejam aumentados.
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Figura 6. Porcentual de descoloragdo empregando 0,9 g de micélio imobilizado (MIEV) em
diferentes concentragdes (250 mg/L; 500 mg/L; 1000 mg/L) do corante Azul reativo BF-5G.
Letras distintas (a, b) indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tempos de
incubagao (p < 0,05), conforme teste de Tukey.
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6.6 REUTILIZACAO DE BIOMASSA FUNGICA IMOBILIZADA

A reutilizagdo da biomassa fingica imobilizada em processos de
descoloragdo ¢ uma etapa relevante para tornar o processo mais econdémico € ambientalmente
sustentavel, reduzindo a necessidade de descarte frequente do micélio e minimizando o uso de
insumos adicionais. Neste estudo, o MIEV de Penicillium sp. foi reutilizado até que a
descoloragdo atingisse valores até 25%, em ciclos de descoloragdo consecutivos de 24 horas.

No primeiro ciclo de descoloragdo, observou-se uma descoloragiao de 87,04
+2,7% (Figura 7A). No segundo ciclo, a descoloragdo manteve-se elevada, com 80,96 +2,09%,
demonstrando que o MIEV de Penicillium sp. manteve sua capacidade de descoloragdo mesmo
apos a primeira reutilizagdo. No entanto, nos ciclos subsequentes, houve uma reducdo gradual,
com descoloragdo de 27,36 + 4,98% no terceiro ciclo e 25,48 + 0,2% no quarto ciclo. A
diminuigdo progressiva na capacidade de descoloracdo pode estar relacionada a saturagdao dos
sitios de adsor¢ao do micélio, conforme discutido anteriormente (Figura 7B).

Comparando com estudos anteriores, P. chrysogenum imobilizado em
esponja vegetal foi empregado para descolorir o corante Direct Black 22 por 4 ciclos longos,
(totalizando 64 dias), com descoloragdao em torno de 90% em todos os ciclos, no entanto, por
todo o periodo do experimento, o meio de descoloragdo foi suplementado com glucose para
promover o crescimento continuo do micélio, podendo ter contribuido para a manutencao da

descolora¢dao (Lanfranconi et al., 2022). Em comparagdo, no presente estudo, o MIEV
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de Penicillium sp. foi capaz de manter uma descoloragcdo superior a 80% por dois ciclos
consecutivos sem a necessidade de suplementacdo adicional, o que promove economia de
recursos. A capacidade de operar em multiplos ciclos sem a adicdo constante de substratos
nutricionais confere ao sistema proposto um perfil de aplicabilidade industrial mais atraente e

reforga o seu potencial como alternativa sustentavel para o tratamento de efluentes téxteis

Figura 7. Reutilizacdo do micélio imobilizado (MIEV). (A) Porcentagem de descoloracao do
corante Azul reativo BF-5G (250 mg/L) por ciclo de reutilizagdo. (B) Esquema ilustrativo da
capacidade descoloragao do corante Azul reativo BF-5G (250 mg/L) por ciclos de reutilizagao.
Letras distintas (a, b, ¢) indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os tempos de
incubagao (p < 0,05), conforme teste de Tukey.
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6.7 DESCOLORACAO DE EFLUENTE TEXTIL SIMULADO

O efluente simulado utilizado neste estudo (Figura 8A) foi constituido por
uma mistura de substancias frequentemente encontradas em efluentes da industria téxtil.
Contudo, ndo existe um padrdo unico a ser seguido devido as variagdes que ocorrem durante o
processo de fabrica¢do, como o tipo de tecido, corante, equipamentos utilizados, época do ano,
entre outros fatores. A formulagdo escolhida inclui, além do corante na concentracao de 250
mg/L, substancias tensoativas (Dodecil Sulfato de Sodio), compostos que auxiliam na ligacao
covalente do corante com o tecido, como hidroxido de sddio e carbonato de sodio, agentes
estabilizadores (PEG 6000 e EDTA) e acidos para regulagdo do pH, além de melhoria da
solubilidade do corante durante o processo de tingimento (Yaseen; Scholz, 2019).

A inclusdo desses componentes no efluente simulado reflete a complexidade
quimica dos efluentes téxteis reais, sendo essencial para a simulagcdo de condigdes realistas e a
avaliagdo da descoloragdo em um ambiente controlado. A Figura 8B apresenta os resultados da
descoloragdao do efluente simulado empregando o MIEV de Penicillium sp. Em 24 horas, a
biomassa fiingica imobilizada descoloriu cerca de 19,9 + 0,3% do corante AZ-BF-5G. Apds 72
horas, ndo houve variagdo significativa, mantendo-se em 19,9 =+ 1,7%. Entretanto, no periodo
de 120 horas, a descoloragao aumentou para 27,9 + 2,3%, demonstrando que o fungo apresenta
maior atividade de descoloragao em periodos mais longos quando em contato com uma solugao
quimicamente mais complexa.

Trabalhos anteriores destacam a importancia do uso de efluentes simulados
na avaliagdo de sistemas de descoloragdo. Um consoércio fungico composto por Penicillium
oxalicum, Aspergillus niger e Aspergillus flavus, foi utilizado em efluente simulado, com
menos compostos quimicos do que o empregado no presente estudo, contendo uma mistura de
corantes azo. O consorcio alcangou descoloragao em 48 horas (Saroj et al., 2015). Apesar de a
formulacao do efluente simulado utilizado por Saroj et al. (2015) ser diferente, os resultados
indicam como a utilizacdo de efluentes simulados ajudam a ter uma perspectiva do
comportamento dos microrganismos em efluentes reais.

Trametes sp. inativado foi utilizado como biossorvente para tratar um
efluente simulado também com menor complexidade em relagdo ao utilizado no presente estudo
e contendo corante azo, alcangando 89,47% de descoloracao (Puchana-Rosero et al., 2017). Os
resultados obtidos sugerem que a maior complexidade quimica do efluente simulado
empregado no atual estudo pode ter influenciado negativamente a eficiéncia da descoloracao.

No entanto, estratégias como a utilizacao de consdrcios microbianos (Saroj et al., 2015).
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Figura 8. Producdo e avaliagcdo da descolora¢do do efluente simulado acrescido de corante
reativo téxtil azul BF-5G. (A) Reagentes utilizados na composi¢do do efluente simulado. (B)
Porcentagem de descoloracdo do efluente simulado por micélio imobilizado (MIEV) de
Penicillium sp. em diferentes tempos de 24, 72 e 120 horas de incubagdo. Letras distintas (a, b)
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tempos de incubagdo (p < 0,05),
conforme teste de Tukey.
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O efluente simulado e o sobrenadante apos a descoloragdo (120 h) foram
avaliados por espectrofotometria de UV-Vis e espectroscopia de FT-IR, conforme ilustrado nos
graficos da Figura 9A. O espectro de UV-Vis apresenta a formagdo de dois picos: o primeiro
na regido de 599 nm, caracteristico do corante, ¢ o segundo em 740 nm. Esses picos
correspondem a transigdes eletronicas, e as regides especificas de absor¢do podem ser
influenciadas por diferentes grupos quimicos presentes na molécula, nao se limitando apenas
aos cromoforos (Passos e Saraiva, 2019). Dessa forma, o efluente simulado difere-se de uma

solucdo aquosa contendo apenas o corante, devido a identificagdo de picos na regido de 740
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nm, que podem estar associados a presenca de outros compostos quimicos na composicao,
conforme mencionado anteriormente.

Apo6s 120 horas de descoloragdo, observa-se uma diminui¢ao na intensidade
dos picos, mas nao ha formacao de novos picos, o que dialoga com os resultados anteriores e
sugere que o mecanismo predominante utilizado pelo fungo para a descoloracdo foi
a biossorcao (Prigione et al., 2008). No espectro de FT-IR, apresentado na Figura 9B, foi
possivel identificar, no efluente tratado por 120 horas, o surgimento de novos picos em 2919
cm!e 2851 cm™!, associados a vibragdes C-H de cadeias alifaticas, indicando a formacao de
novos compostos durante o processo (Webster et al., 2009).

O desaparecimento ou alteragdo de bandas especificas, aliado ao
aparecimento de novos picos, sugere que o fungo pode ter atuado também por meio de um
mecanismo de biodegradacdo, conforme discutido anteriormente. Esse fendmeno ocorre devido
a quebra das ligagdes quimicas na estrutura do corante pelo fungo, resultando na formacdo de
novos produtos metabdlicos (Peckova et al., 2021). Os dados obtidos indicam que Penicillium
sp. combinou mecanismos de biossorcao e biodegradagdo para a descoloragdo do efluente

simulado.
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Figura 9. Avaliacdo da solugdo descolorida apds 120 h de descoloragao do efluente simulado
acrescido com Azul Reativo BF-5G (250 mg/L) por biomassa de Penicillium sp. imobilizada
(MIEV). (A) Espectrofotometria UV-Vis e (B) espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier. O controle consiste no efluente simulado sem a presenga de micélio.
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7 CONCLUSAO

Este capitulo teve como objetivo avaliar a capacidade do
fungo Penicillium sp. na descoloracdo do corante reativo AZ-BF-5G, tanto na forma
imobilizada em esponja vegetal (L. cylindrica) quanto ndo imobilizada. Os resultados
demonstraram que o micélio de Penicillium sp. possui a capacidade de descolorir o corante
reativo AZ-BF-5G. A imobilizagcdo do micélio em esponja vegetal aumentou a capacidade de
descoloragdo e permitiu a reutilizacdo da biomassa em maultiplos ciclos. Essa abordagem
mostrou-se viavel e ambientalmente sustentavel, reduzindo a necessidade de descarte frequente
de biomassa. A aplicacio do micélio imobilizado em efluente téxtil simulado, contendo
surfactantes e estabilizantes quimicos, comprovou a capacidade de descoloragdo do sistema de
imobilizacao, apresentando descoloragdes mesmo em ambientes quimicamente complexos.
Dessa forma, este estudo reforca o potencial da imobilizagdo de fungos em esponja vegetal
como uma estratégia para o tratamento de efluentes téxteis, destacando-se pela sustentabilidade,
pelo baixo custo e pela alta capacidade de reten¢do de biomassa. A reutilizagdo da biomassa
imobilizada e sua eficiéncia em diferentes concentracdes de corante demonstra que o isolado
Penicillium sp. pode ser uma alternativa viavel para aplicagdes biotecnoldgicas na

biorremediacdo de efluentes industriais.
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RESUMO

A industria téxtil gera efluentes que contém poluentes, como os corantes reativos. Estes
compostos possuem dificil degradagdo e alto impacto ambiental. Neste estudo, foi avaliada a
capacidade do fungo basidiomiceto B20 na descolora¢do do corante AZ-BF-5G, empregando
biomassa fingica ndo imobilizada e imobilizada em esponja vegetal (L. cylindrica). Foram
realizados ensaios de descoloracdo com o basidiomiceto B20, tanto na forma nao imobilizada
quanto imobilizada, em diferentes concentragdes de corante (50 mg/L, 250 mg/L e 2500 mg/L)
e tempos de incubagdo (24 h a 120 h). A imobilizac¢do foi realizada em esponja vegetal. A
biomassa nao imobilizada demonstrou descoloracoes de 54,1 + 7,2% e 59,9 + 2,3% em 24 ¢ 48
horas de incubagdo, respectivamente, na concentracdo de 50 mg/L. Apds 120 horas, a
descoloragao atingiu 66,0 £+ 0,5%, sendo a maior eficiéncia observada para o basidiomiceto. No
entanto, a capacidade de descoloracdo diminuiu com o aumento da concentragdo do corante,
alcangando 40,3 + 8,9% em 250 mg/L e 3,7 + 1,0% em 2500 mg/L. A analise espectroscopica
UV-Vis mostrou uma redug¢ao significativa no pico de absorbancia em 599 nm, enquanto a FT-
IR indicou alteragdes nos grupos funcionais do corante. Ao empregar 0,9 g de biomassa fungica
imobilizada (MIEV), a descoloragdo foi de 22,4 + 0,1% em 24 horas ¢ 17,4 £ 3,2% em 120
horas de incubagdo. O aumento da biomassa imobilizada para 1,8 g elevou a descoloragdo para
32,7 +2,0% em 24 horas. A esponja vegetal mostrou-se um suporte eficaz para a imobilizagao.
Portanto, os resultados demonstram que o basidiomiceto B20 apresenta potencial para
aplicacdes biotecnologicas no tratamento de efluentes téxteis, tanto na forma imobilizada
quanto nao imobilizada. A esponja vegetal possui capacidade de servir como suporte de
imobilizacdo, contribuindo para a sustentabilidade e viabilidade do processo. Sendo assim, este
estudo contribui para a elaboragdo de tecnologias sustentdveis no tratamento de efluentes
téxteis.

Palavras-chave: [solado ambiental,; Imobilizacdo; Basidiomiceto; Biodegradacao;
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ABSTRACT

The textile industry generates effluents containing pollutants such as reactive dyes. These
compounds are difficult to degrade and have high environmental impact. This study evaluated
the capacity of the basidiomycete fungus B20 to decolorize the AZ-BF-5G dye, using both non-
immobilized and immobilized fungal biomass in vegetable sponge (L. cylindrica).
Decolorization assays were conducted with basidiomycete B20 in both non-immobilized and
immobilized forms, at different dye concentrations (50 mg/L, 250 mg/L, and 2500 mg/L) and
incubation times (24 h to 120 h). Immobilization was performed in vegetable sponge, and the
decolorization mechanism was investigated by UV-Vis spectrophotometry and Fourier-
transform infrared spectroscopy (FT-IR). The non-immobilized biomass showed decolorization
of 54.1 £ 7.2% and 59.9 + 2.3% at 24 and 48 hours of incubation, respectively, at 50 mg/L
concentration. After 120 hours, decolorization reached 66.0 = 0.5%, representing the highest
efficiency observed for the basidiomycete. However, decolorization capacity decreased with
increasing dye concentration, achieving 40.3 + 8.9% at 250 mg/L and 3.7 + 1.0% at 2500 mg/L.
UV-Vis spectroscopic analysis showed a significant reduction in the absorbance peak at 599
nm, while FT-IR indicated changes in the dye's functional groups, suggesting biodegradation
as the main decolorization mechanism. Using 0.9 g of immobilized fungal biomass (MIEV),
decolorization was 22.4 = 0.1% at 24 hours and 17.4 £ 3.2% at 120 hours of incubation.
Increasing the immobilized biomass to 1.8 g raised decolorization to 32.7 + 2.0% at 24 hours.
The vegetable sponge proved to be an effective immobilization support. Therefore, the results
demonstrate that basidiomycete B20 has potential for biotechnological applications in textile
effluent treatment, in both immobilized and non-immobilized forms. The vegetable sponge can
effectively serve as an immobilization support, contributing to process sustainability and
viability. Thus, this study contributes to the development of sustainable technologies for textile
effluent treatment.

Keywords: Environmental isolated; Immobilization; Basidiomycete; Biodegradation;
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 ISOLADO FUNGICO E CORANTE TEXTIL

O presente estudo utilizou o fungo filamentoso basidiomiceto denominado
B20 obtido de biomassa celulésica advinda de fragmentos de mata atlantica da regido de
Londrina-Parana (Silva, 2022). Ele estd armazenado no Laboratorio de Fisiologia e Biologia
Molecular de Fungos, da Universidade Estadual de Londrina.

Foi utilizado o corante téxtil Azul Reativo BF-5G (AZ-BF-5G), fornecido
pela Texpal®, Valinhos - SP. O comprimento de onda caracteristico do corante ocorre em 599
nm. As solugdes de estoque do corante foram preparadas com agua ultrapura na concentragao
de 1000 g/L e esterilizados por filtragdo (0,22 um, Millipore®). A concentragcao empregada nos
ensaios de descoloragdo foi de 50 mg/L; 250 mg/L; 500 mg/L; 1000 mg/L e 2500 mg/L.

8.2 AVALIACAO DE DESCOLORACAO

Para avaliacdo da capacidade de descoloragdo, o isolado foi cultivado em
meio YPD (Extrato de levedura 1%; Peptona 2%; Dextrose 2%; Agar 2%) solidificado a 28 °C
por 7 dias. Apds o crescimento, foi adicionado 5 discos de micélio crescido no YPD em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 ml de meio Sabouraud (Peptona 1%; Dextrose 4%;
Extrato de levedura 2,5%) para obtencao de biomassa fungica.

Apos o cultivo, a biomassa fungica foi removida e submetida ao processo de
centrifugacao a 10.000 RPM por 10 minutos, sendo posteriormente lavada com agua destilada
estéril para eliminacdo de quaisquer residuos provenientes do meio de cultivo. Em sequéncia,
foi pesado 1 g do micélio umido e adicionado a 3 ml de solugdo dgua/corante (50 mg/L; 250
mg/L; 500 mg/L e 2500 mg/L) e incubado por 120 horas.

As amostras retiradas a cada 24 horas foram centrifugadas (10.000 RPM por
10 minutos) para obtencao de sobrenadante livre de células e determinacdo da porcentagem de
descoloragao, realizada por leitura espectrofotométrica no comprimento de onda 600 nm em
espectrofotometro BioTek modelo EL808. A porcentagem de descoloragao foi dada por meio

da seguinte formula:

%DES = (ABS inicial - ABS final) x100
ABS Inicial
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Onde: %DES representa a descolora¢do, ABS Inicial representa o valor da
absorbancia da solucao controle agua/corante e ABS Final representa o valor da absorbancia
ap6és cultivo com a massa micelial umida (Bernal et al., 2021). Os resultados foram
apresentados como a porcentagem média de descoloragdo e desvio padrdo (+) de trés repeticdes

independentes.

8.3 ENSAIO DE IMOBILIZACAO

A esponja vegetal (L. cylindrica) foi utilizada como suporte de imobilizacdo
para os isolados fungicos Penicillium sp. € B20. Inicialmente, trés fragmentos de esponja
vegetal (2 cm?), umedecidos e sem indculo, foram pesados, apresentando uma massa média de
0,6 g. Esse valor foi descontado nas pesagens subsequentes das esponjas com biomassa fungica
imobilizada, a fim de determinar a quantidade total de biomassa fingica aderida ao suporte.
Ensaios prévios indicaram que a esponja vegetal, na auséncia de microrganismos, ndo apresenta
capacidade de adsor¢do do corante utilizado.

A metodologia para preparacdo da esponja vegetal foi adaptada de Igbal e
colaboradores (2005). Os fragmentos de esponja foram fervidos em agua de torneira por 30
minutos, lavados trés vezes com agua destilada e secos em estufa a 60 °C por 24 horas. Apos a
secagem, trés fragmentos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
200 mL de meio Sabouraud em caldo. Em seguida, os frascos foram autoclavados a 121°C por
15 minutos.

ApOs a esterilizacdo, a imobilizagdo do basidiomiceto B20 ocorreu por meio
de cultura crescida em YPD solidificado por 7 dias, da qual foram retirados 5 discos de micélio
com o auxilio de ponteira esterilizada. Em seguida, foram inoculados em frascos de Erlenmeyer
de 250 mL contendo 200 mL de meio Sabouraud em caldo com 3 fragmentos de esponja
estéreis, por 7 dias a 90 RPM e 28 °C. Ap6s este periodo, as esponjas com células imobilizadas
seguiram para ensaios de descoloragdo contendo o volume fixo de 15 mL de solucdo por até
120 h de incubagdo com o corante na concentra¢ao de 50 mg/L e 72 h de incubagdo empregando

250 mg/L de corante AZ-BF-5G.
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8.4 AVALIACAO DE UV-VISE FT-IR

Para a avaliacdo dos sobrenadantes livres de células, apds o processo de
descoloracdo, as amostras foram analisadas em um espectrofotdometro UV-Vis (Shimadzu,
modelo UV-2600), com varredura espectral nos comprimentos de onda de 200 a 800 nm,
conforme metodologia descrita por Eichlerova et al. (2007). Em seguida, foi realizada a analise
por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, Shimadzu, modelo
IR Prestige-21). Para essa analise, as amostras foram preparadas na forma de pastilhas de
Brometo de Potassio (KBr), e os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio

(400-4000 cm™).

8.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados de descoloragdo foram analisados estatisticamente por analise
de one-way ANOVA (p<0.05) e aplicou-se pos-teste de Tukey’s. A andlise estatistica foi

realizada no software GraphPad Prism 8.

9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 AVALIACAO DE DESCOLORACAO PELA BIOMASSA NAO IMOBILIZADA DO BASIDIOMICETO B20

O micélio nao imobilizado do basidiomiceto B20 promoveu a descoloragao
do corante AZ-BF-5G (50 mg/L) em todas as condigdes testadas. No tempo de 24 e 48 horas
de incubagdo, foi observado 54,1 = 7,2% e 59,9 + 2,3% de descoloragdo pela biomassa fingica,
respectivamente. A partir de 72 horas de incubagdo na solugdo corante, a descoloracao foi de
63,85 = 1,0%, um valor aproximado foi constatado em 96 horas de incubagao (64,45 + 0,2%).
Apo6s um periodo de 120 horas, foi observado 66 + 0,5% de descoloracao, sendo a maior
descoloragdo obtida pelo basidiomiceto conforme observado na Figura 10, ndo houve diferenca
estatistica entre as condigdes testadas.

Foi testada a capacidade de descolora¢ao de Phanerochaete chrysosporium
no azo corante Amarelo direto 27 (DY27) e preto reativo 5 (RB5) na concentragdo de 50 mg/L.
Em 120 horas de tratamento, constatou-se 30% de descoloracdo para RB5 e 50% para DY27
(De Almeida et al., 2021). Valores superiores foram evidenciados em tempo de incubagdo

semelhante no presente estudo.
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Trametes hirsuta foi descrito com capacidade de descolorir cerca de 80% do
corante Allura Red AC (50 mg/L) ap6s 14 dias, demonstrando longo periodo de incubagao
(Peckova et al., 2021). Outro estudo usou o mesmo género, Trametes versicolor DSM 3026,
que descoloriu 95% do corante Orange II (20 mg/L) em 7 dias (Gugel ef al., 2024), enquanto
no presente estudo foi empregado maior concentracdo de corante e menor tempo de incubacao
para descoloracgao.

Embora os fungos utilizados nesses estudos tenham apresentado maiores
porcentagens de descoloracdo em comparacao ao basidiomiceto B20, ¢ importante destacar que
fatores como tipo de corante, concentragdo inicial e tempo de exposi¢cdo podem influenciar

significativamente os resultados (Rajhans et al., 2021).

Figura 10. Porcentagem de descoloracdo do corante Azul Reativo BF-5G (50 mg/L) por
micélio ndo imobilizado do basidiomiceto B20 nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de
incubacao
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9.2 EFEITOS DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE CORANTE NA CAPACIDADE
DE DESCOLORACAO DO BASIDIOMICETO B20

Nesta etapa, foram avaliadas diferentes concentra¢des do corante AZ-BF-5G,
sendo elas 250 mg/L e 2500 mg/L com a capacidade de descoloracdo do basidiomiceto B20
nao imobilizado (Figura 11). Estudos anteriores relataram que a concentracdo de corantes em
efluentes téxteis varia amplamente, sendo os valores mais frequentes de 20 a 250 mg/L,
dependendo da etapa de fabricagdo (Yaseen e Scholz, 2019). O tempo de 24 horas de incubagao
foi escolhido para prosseguir com os experimentos.

Isto posto, a biomassa fungica nao imobilizada apresentou descoloracao de

40,3 £ 8,9% do corante na concentragao de 250 mg/L. Contudo, com o aumento da concentragao
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do corante para 2500 mg/L, o basidiomiceto B20 foi capaz de descolorir apenas 3,7 + 1,0%,
menor descoloracdo observada para este isolado. Os resultados obtidos demonstram que o
aumento de concentragdo de corante pode estar interferindo na descoloracao pela biomassa.
Comportamento semelhante de redugdo da descoloragdo em elevadas
concentragdes de corante foi observado em estudos anteriores. Perreniporia tephropora MUCL
47500, por exemplo, descoloriu acima de 50% o corante Azul Reativo 7 e Laranja de Metila na
concentragio de 50 mg/L, mas a descoloragio reduziu para 20% em 1500 mg/L. E importante
notar que esses resultados foram obtidos apos 7 dias de incubagdo (Steeve et al., 2014). No
presente estudo, a op¢do por uma concentragdo de 2500 mg/L, que excede as concentragdes
comumente reportada, permitiu avaliar o limite de tolerancia do isolado B20. A descoloracao
observada em 2500 mg/L, mesmo que em um percentual reduzido, demonstra a capacidade de
0 microrganismo interagir € promover remog¢do do corante em uma matriz de alta carga
poluente, em um curto periodo de incubacgdo, o que pode ser uma caracteristica relevante para

cenarios de efluentes industriais com picos de concentragao.

Figura 11. Porcentagem de descoloracdo em 24 horas de incubagdo utilizando diferentes
concentragdes do corante Azul Reativo BF-5G (50 mg/L; 250 mg/L; 2500 mg/L) por micélio
ndo imobilizado do basidiomiceto B20. Letras distintas (a, b) indicam diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05), conforme teste de Tukey.
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9.3 AVALIACAO DA SOLUCAO DESCOLORIDA APOS DESCOLORACAO POR MICELIO NAO

IMOBILIZADO DO BASIDIOMICETO B20

A andlise dos sobrenadantes produzidos nos testes de descoloragdo ¢ um
passo importante para entender as mudancas quimicas que ocorreram durante o tratamento. Na
Figura 12A, o espectro de UV-Vis ilustra a mudanga na caracteristica de absorbancia antes (0

h) e apods 24 horas de descoloragdo. Inicialmente, observa-se um pico de maxima absor¢ao em,
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aproximadamente, 600 nm, caracteristico do croméforo do corante estudado (599 nm). Apds a
descoloragdo, observa-se uma redu¢do na intensidade do pico em 599 nm, sem a formacao de
novos picos, 0 que sugere que o mecanismo predominante de descoloragdao foi
a biossor¢ao (Prigione et al., 2008).

Na Figura 12B, o espectro de FT-IR compara as alteragdes nos grupos
funcionais presentes antes (0 h) e apds 24 horas do processo de descoloracao. No tempo de Oh,
¢ possivel observar bandas distintas em 3460 cm™, associadas a vibragdo de estiramento do
grupo hidroxila (-OH), e em 1640 cm™!, relacionadas a vibragao de carbonilas (C=0). Essas
duas bandas estdo associadas a presenca de solugdes aquosas, correspondendo como diluente
do corante (Fomina et al., 2023). Também ¢ possivel observar a presenca de duas bandas em
1088 cm™ (-C-O) e 1047 cm™! (—C=0), podendo ser estiramentos de segundos alcoois (Singh;
Ahlawat; Rajor, 2017)

Ap6s 24 horas, observa-se uma reduc¢do na intensidade dessas bandas. Além
disto, temos o surgimento de uma banda em 1110 cm™ atribuidas ao grupo C—O (Carolin;
Kumar; Joshiba, 2021). A observagdo de alteracdes nas presengas de bandas pode ser um
indicativo da alteracdo da estrutura molecular do corante durante o processo de descoloracao,
novamente reforcando que o mecanismo de descoloragdo utilizado por esse isolado pode ser

biodegradagado e biossor¢ao (Khan; Joshi, 2019)
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Figura 12. Avaliacdo da solucdo descolorida antes (0 h) e apds (24 h) a descoloragdo do corante
Azul Reativo BF-5G (50 mg/L) pelo basidiomiceto B20 nao imobilizado. (A)
Espectrofotometria UV-Vis e (B) espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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9.4 IMOBILIZACAO E AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DESCOLORACAO DO BASIDIOMICETO B20

Diversos suportes solidos tém sido explorados para a imobilizagdo de fungos
em aplicagdes biotecnoldgicas, sendo a esponja vegetal (L. cylindrica) uma alternativa que
objetiva a sustentabilidade, a biodegradabilidade, o baixo custo, a reutilizagdo e a ampla
disponibilidade comercial (Igbal; Saeed, 2007). Sua estrutura porosa oferece uma grande area
de contato e facilita o manuseio da biomassa, além de atuar como uma estratégia para proteger
os microrganismos contra condi¢cdes ambientais adversas que possam comprometer 0 processo
de descoloracdo ou outras aplicacdes biotecnologicas (Przystas; Zabtocka-Godlewska;
Grabinska-Sota, 2018). Para avaliar a esponja vegetal como suporte para a imobilizacdo da
biomassa de B20, foi analisada sua capacidade de descolorir o corante AZ-BF-5G ao longo de
120 horas de incubagao.

No ensaio, foram utilizados dois pesos de biomassa fingica imobilizada
(MIEV) de B20, sendo 0,9 ge 1,8 g. Todas as condi¢des de imobilizagdo testadas demonstraram
que a esponja vegetal funciona como suporte de imobilizagao para o isolado B20. Empregando
0,9 g de MIEV (Figura 13A), os indices de descoloracdo foram de 22,4 + 0,1% em 24 horas,
23,7 + 0,4% em 48 horas, 22,6 £ 1,9% em 72 horas e 25 + 4,4% em 96 horas de incubagao,
mantendo-se constante. Entretanto, em 120 horas de incubagdo, observou-se uma reducao na
descoloragdo, atingindo 17,4 + 3,2%. A queda na descoloragdo pode ser atribuida a fatores que
influenciam a descoloragdo por biodegradacdo, mecanismo relacionado com basidiomicetos,
sendo a alteragdo do pH ao longo da descoloragdo devido a atividade metabolica do fungo, a
disponibilidade de nutrientes, alteragdes de temperatura e a concentragdo do corante utilizada,
conforme descrito por Kumar e colaboradores (2024).

Em relacdo ao suporte de imobilizacdo, estudos anteriores testaram a
imobilizacdo de trés fungos em esponja vegetal (L. cylindrica) para a descoloragdo de RB5 na
concentracdo de 75 mg/L, relataram éxito na imobilizagdo e descoloracdes (Fernandez ef al.,
2009) dialogando com os resultados do suporte escolhido no presente estudo.

Ao utilizar 1,8 g de MIEV de B20 (Figura 13B), observou-se uma
descolorag¢ao inicial maior (32,7 &+ 2,0%) em 24 horas em comparagdo com a quantidade de 0,9
g (p = 0,0009), demonstrando a influéncia da biomassa na eficiéncia do processo. Esse
comportamento corrobora com estudos como o de Demierege et al. (2015), que reportaram um
aumento linear na descoloracdo do corante Levafix Braun E-RN (de 60% para 100%) com o
incremento da biomassa de Agaricus bisporus nao imobilizado (0,075 g para 0,2 g). Entretanto,

ap6s 48 horas, a descoloracdo diminuiu para 28,8 = 6,7%, apds 72 horas (16,1 = 2,1%), os
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valores se estabilizaram em 17,3 + 6,4% (96 h) e 19,5 + 3,6% (120 h), indicando possivel
saturacao.

Dessa forma, a esponja vegetal revela-se um suporte para a imobilizagdo da
biomassa fungica do basidiomiceto B20. A redu¢do na descoloracdo observada apos
imobilizacdo, em comparagdo ao micélio ndo imobilizado, pode estar associada as
caracteristicas metabdlica do fungo. Basidiomicetos, como os utilizados neste estudo, podem
apresentar porcentagens reduzidas de descoloragdo dependendo de fatores como a presenca de
nutrientes, pH, concentragao de biomassa e de corante (De Almeida, 2021). Esses resultados

destacam a importancia da otimizagdo dos parametros do processo de descoloragdo.

Figura 13. Porcentagem de descoloracdo do corante Azul Reativo BF-5G empregando
diferentes biomassas fungicas imobilizada (MIEV) do basidiomiceto B20, sendo (A) 0,9 de
MIEV e (B) 1,8 g de MIEV, nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de incubagdo. Letras

distintas (a, b) indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05), conforme teste de
Tukey.
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Ap0s os ensaios, foram avaliados os sobrenadantes das condi¢des de 0,9 e 1,8
g de MIEV em 72 horas de incubagao, por espectrofotometro UV-Vis e espectroscopia de FT-
IR, conforme ilustrado nos graficos da Figura 14. O espectro de UV-Vis ilustra a mudanga na
caracteristica de absorbancia entre as diferentes biomassas referentes a descoloragao (Figura
14A). Inicialmente, observa-se um pico baixo de absor¢do em, aproximadamente, 600 nm,
caracterizando a descoloracdo de 0,9 g de MIEV. Ja com o aumento da biomassa (1,8 g), nota-
se que houve uma baixa redugdo do pico em relagdo ao controle, demonstrando uma
descoloragao menor que com 0,9 g de biomassa fungica.

Na Figura 14B, ¢ possivel identificar, na espectroscopia de FT-IR, bandas em

3460 cm™, associadas ao grupo hidroxila (—OH) e, em 1640 cm™, que, quando relacionadas a
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presenga de grupamentos carbonilas (C=0), essas bandas estdo associadas a presenca de
solugdes aquosas, como citado anteriormente (Fomina et al., 2023). Ainda, dentro da regido de
fingerprint, temos as presen¢as de duas bandas em 1088 cm™ (-C-O) e 1047 cm™ (-C=0) no
controle conforme demonstradas anteriormente, sendo que, apds a descoloragdo, nao
apareceram. Isto pode estar relacionado com a mudanga na estrutura da molécula ocasionada

pelo possivel mecanismo de descoloragao por biodegradacio (Khan; Joshi, 2019).
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Figura 14. Avaliacdo dos sobrenadantes ap6s descoloragdo do corante Azul Reativo BF-5G
(50 mg/L) empregando 0,9 g e 1,8 g de micélio imobilizado (MIEV) do basidiomiceto B20 por
72 horas de incubacdo. (A) Espectrofotometria UV-Vis e (B) espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier. O controle consiste no corante sem a presenca de micélio.
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9.5 CAPACIDADE DE DESCOLORACAO POR BIOMASSA DE B20 IMOBILIZADO EM RELACAO AO

AUMENTO DA CONCENTRACAO DO CORANTE AZ-BF-5G

Os tempos de 24, 48 e 72 horas de incubagdao foram selecionados para
avaliacdo com base nos resultados obtidos nos experimentos anteriores. A Figura 15 apresenta
os resultados de descoloragdo para a concentragdo de 250 mg/L. do corante reativo, utilizando
0,9 g de MIEV de B20, com 17,1 + 3,4% de descoloragdo em 24 horas, 22,2 = 4,1% em 48
horas e 35,7 + 1,4% em 72 horas de incubagao.

A maior biomassa empregada (1,8 g) de MIEV de B20 apresentou aumento
na descoloracdo, sendo 19,4 + 0,8% em 24 horas de incubagdo. Ja em 48 horas, observou-se
27,7 £2,7% de descoloragao e 39,7 = 1,9% em 72 horas de incubagdo. Destaca-se que a maior
porcentagem de descoloracdo foi obtida empregando 1,8 g de MIEV de B20 apds 72 horas de
incubagdo. Portanto, ambos os pesos de biomassa apresentaram descoloragdes proporcionais a
quantidade de micélio disponivel, indicando que o aumento da biomassa influencia
positivamente os resultados, como demonstrado anteriormente.

Esses dados evidenciam que a imobilizacdo do basidiomiceto promoveu
maior descoloragdo na maior concentragdo do corante (250 mg/L) em relacdo a menor
concentracgdo utilizada (50 mg/L). Ambas as concentragdes refletem os niveis que podem ser
encontrados em corpos d'agua impactados por descargas industriais, demonstrando a
viabilidade do sistema imobilizado (Yaseen; Scholz, 2019).

A literatura apresenta poucos relatos que tragam que o aumento da
concentracdo de corante pode estimular a descoloracdo por fungos, sendo mais comum que
concentragdes mais elevadas inibam esse processo. Esse mecanismo foi constatado ao avaliar
P. chrysosporium na descoloragdo do corante Preto Reativo 5. Na concentragao de 75 mg/L do
corante, o fungo teve a capacidade de descolorir 6%; ao aumentar a concentragdo do corante
para 300 mg/L, resultou em uma elevacao na descoloragdo para 16% (Fernandez et al., 2009),

o que reforca os resultados obtidos nesta pesquisa.
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Figura 15. Porcentagem de descoloracio do corante Azul Reativo BF-5G (250 mg/L)
empregando diferentes biomassas fungicas imobilizadas (MIEV) do basidiomiceto B20, sendo
(A) 0,9 gde MIEV e (B) 1,8 g de MIEV, nos tempos de 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Letras
distintas (a, b, ¢) indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05), conforme teste
de Tukey.
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10 CONCLUSAO

Este capitulo avaliou a capacidade do basidiomiceto B20 na descoloragao do
corante reativo AZ-BF-5G, utilizando sistemas de biomassa imobilizada em esponja vegetal (L.
cylindrica) e biomassa nao imobilizada. Os resultados evidenciaram que a forma ndo
imobilizada apresentou maior capacidade de descoloracdo. O protocolo de imobilizagao celular
em esponja vegetal demonstrou viabilidade, embora exija mais estudos de otimizacdo de
parametros operacionais para melhoramento da porcentagem de descoloragao. Os dados obtidos
dialogam com a aplicabilidade da imobilizagdo fingica em matrizes vegetais, sendo uma
abordagem sustentavel para tratamento de efluentes téxteis, destacando-se pelas caracteristicas
de custo reduzido e pela elevada capacidade de retencao de biomassa. Diante desses resultados,
o isolado B20 pode ser uma alternativa vidvel para aplicagdes biotecnologicas na

biorremediagao de efluentes industriais.
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